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Die erste Anregung zu den vorliegenden Studien gab die Untersuchung
eines am 16. 1X. 1930 ausserhalb Grésgard an der Ostkiiste Olands gefangenen
Aals, der wegen des stark aufgetriebenen Bauches (man vermutete, dass es
sich um ein laichreifes Weibchen handle) dem Fischereibureau des K. Land-
wirtschaftsministeriums eingesandt wurde. Als ich zu dieser Zeit mit bak-
teriologischen Untersuchungen an pestkranken Krebsen im Bakt. Labora-
torium des Stadt. Gesundheitsamtes zu Goteborg arbeitete, bot sich mir
eine willkommene Gelegenheit, den kranken Aal auch bakteriologisch zu un-
tersuchen, da er ausser dem genannten Merkmal auch solche der ’Kotseuche”
aufwies. Diese erste, zu rein diagnostischem Zweck vorgenommene Unter-
suchung lockte, dank der vorzuglichen Arbeitsmoglichkeiten in Goéteborg, zu
erweiterten Untersuchungen, die u. a. Uber Impfversuche an gesunden Aalen,
um die Pathogenitat der gefundenen Bakterien zu prifen, auf die wenig
erforschten Fragen der Antikdrperbildung bei Fischen hinlberleiteten.
Weitere Untersuchungen hieruber, ebenfalls im Laboratorium zu Goteborg
ausgefiihrt, wurden durch geldliche Unterstiitzung aus ''Elisabeth och K. G.
Lennanders fond for naturvetenskaplig och medicinsk forskning” ermdglicht.
Endlich sind erganzende Versuche im Laboratorium der Untersuehungs- und
\ ersuchsanstalt fir Binnenfischerei in Drottningholm ausgefiihrt worden;
erst in diesem fUr experimentelle Fischuntersuchungen vortrefflich einge-
richteten Speziallaboratorium konnten die wichtigen Fragen Uber den Ein-
fluss verschiedener Temperatur bei der Antikdrperbildung in Angriff genom-
men werden.

Es ist mir eine angenehme Pflicht, dem Vorstand des Bakt. Laboratoriums
zu Goteborg, Herrn Dr. A. Wassén, fur die wertvolle Hilfe und das rege
Interesse, womit er meine Untersuchungen stets unterstiitzte und verfolgte,
auch hier meinen besten Dank auszusprechen. Den Assistenten des Labora-
toriums schulde ich ebenfalls in vieler Hinsicht grossen Dank. Auch mdchte
ich meinem Kollegen, Herrn Privatdozent Dr. W. Schéperclaus, Berlin-
Friedrichshagen, sowie Herrn Dr. B. Heiberg, Kopenhagen, fir das liebens-
wiirdige Ubersenden von Bakterienstammen als Vergleichsmaterial meinen
besten Dank sagen. Schliesslich will ich auch meinem Freunde, Dr. Phil.
E. Furreg, Wien, flr die sprachliche Durchsicht des Manuskriptes aufs herz-
lichste danken.






Vibrio anguillarum wurde zuerst von Bergman (1909) beschrieben; er
fand ihn in kranken Aalen aus dem Sund bei Limhamn im Jahre 1907 und
benannte die Krankheit nach ihrem auffallendsten Merkmal “’rote Beulen-
krankheit. Seitdem sind &hnliche Vibrionen zu wiederholten Malen in kran-
ken Fischen der nordeuropéischen Kistengewasser (Ostsee, Kattegatt, Ska-
gerak) gefunden worden, zuerst von Bergman (1911) selbst, der sie in
einem Falle bei einer als infektiose Iveratomalacie bezeichneten Augenkrank-
heit beim Dorsche an der Sudkiiste Schonens zwischen Ystad und Trélleborg
fand, in einem anderen Falle aus einem an der Kiste der Provinz Soder-
manland gefangenen Hechte mit Zahnfleischentzindung reinziichtete. Als
Ursache der grossen Aal- bzw. Hechtsterben (es wurden auch Barsche und
Bleie befallen) bei Riigen und Stralsund in den Jahren 1925—26 bzw.
1925 27 fand Schépercla/iis (1927, 1928) ebenfalls Vibrionen, die er
als mit V. anguillarum identisch betrachtete und von welchen er neuerdings
(1934) weitere Ergebnisse aus dem in den Jahren 1931—32 an der deutschen
Ostseekuste beobachteten Aalsterben mitgeteilt hat; in dieser letzterwahnten
Arbeit wird auch Uber das interessante VVorkommen von V. anguillarum in
Plotzen der Saale bei Gr.-Rosenburg und Bernburg berichtet, wo das Saale-
Wasser einen ’Mindestgehalt von etwa 450 mg/1 Cl (berechnet fir NaCl) ”
aufweist. Endlich haben Bruun und Heiberg (1932) von einer im
Jahre 1931 auftretenden Krankheit der Aale einiger danischer Kistenge-
wasser (Sund, Sudkiste von Sjaelland u. s. w.) berichtet, die ebenfalls von
einem Vibrio, von ihnen als Vibrio anguillicida n. sp. bezeichnet, verursacht
wurde.

Die von mir selbst beobachteten Krankheitsféalle, wo Vibrio angmllarum-
&hnliche Vibrionen gefunden wurden, beschranken sich auf die folgenden:

1) Im Oktober bis November 1924 erhielt ich mehrere in Gasd Ranna
unweit der Zoolog. Station Kristineberg, Provinz Bohuslan, gefangene Dor-
sche, deren Augen mehr oder weniger stark angegriffen waren, und zwar
in ahnlicher Weise wie es Bergman fir die infektidse Iveratomalacie be-
schrieb. Da ich an der Stat. Kristineberg keine Mdglichkeit hatte, eine bak-
teriologische Untersuchung vorzunehmen, wurde das Material der Staatl.
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Veterindrbakteriolog. Anstalt in 'Stockholm eingesandt, woher mitgeteilt
wurde, dass im Auge einer der vier eingelangten Dorsche eine gelatinever-
flissigende, mit Bergmans Dorschvibrionen vielleicht identische Vibrio-
Form gefunden wurde, und dass in zwei der Ubrigen Falle die Verander-
ungen der Augen mit den von Bergman bei der Keratomalacie beschrie-
benen Ubereinstimmten. Die Vibrionen wurden nicht naher untersucht, auch
nicht aufbewahrt, es scheint mir aber alle Wahrscheinlichkeit daftr zu
sprechen, dass wir es hier mit einem weiteren Fall von der von Bergman
aus Ostseedorschen beschriebenen Keratomalacie zu tun hatten. In den dar-
auffolgenden Jahren wurden keine weiteren derartig erkrankten Dorsche
beobachtet.

2) Der zweite Fall bezieht sich auf den schon in der Einleitung erwéhnten,
auch weiter unten néaher zu besprechenden Aal, der am 16. Sept. 1930 bei
Grasgard an der Ostkiiste Olands in einem Aalbodengarn gefangen wurde;
auf Anfrage wurde gemeldet, dass keine weiteren kranken Aale hier gesehen
oder gefangen wurden.

3) Als ich Ende April 1931 eine Reise nach Limhamn vornahm, um zu
versuchen, an Bergmans urspringlichem Fundort kranke Aale zu er-
halten, hatte ich das Glick, einen der Brider Kristensson, die 25 Jahre
friher Bergman mit Material versorgt hatten, zu sprechen; er teilte mit,
dass beulenkranke Aale fast jedes Jahr in den Monaten April Mai hier
gefangen wurden und bestatigte Bergmans Angabe, dass vorzugsweise
grossere Aale angegriffen werden. Auch in diesem Jahre (1931) hatte man
recht viele kranke Aale erbeutet. Er versprach, mir bei Gelegenheit kranke
Aale zu schicken; da aber kein Material eintraf, wurde auf eine Anfrage ge-
antwortet, dass man zwar nach meinem Besuche einige kranke Aale gefangen
hatte, diese aber wegen fortgeschrittener Krankheit so hasslich aussahen, dass
man sie nicht hatte einsenden wollen! Im Jahre 1932 wurden keine beulen-
kranken Aale erbeutet, nach Angabe darauf beruhend, dass in diesem Jahre
fast nur kleine Aale gefangen wurden. Im Jahre 1933 erhielt ich am 20. April
zwei bei Limhamn gefangene, tote Aale mit R6tungen am Bauche, aber ohne
Beulen ; die Abimpfungen aus Herz- und Nierenblut fielen negativ aus. Trotz-
dem ich also kein Vibrio-Material aus dieser Gegend erhalten habe, ist wohl
aus den oben angefiihrten Angaben zu schliessen, dass im Sund bei Limhamn
ein konstanter Seuchenherd der Vibrio anguittarum-KranVheit besteht.

4) Im Herbst 1931 wurde aus Goteborgs grosser Aquarienanlage ein
kranker Steinbutt an das Bakt. Laboratorium in Goteborg eingeliefert; da
ich zu dieser Zeit im Laboratorium nicht arbeitete, wurde der Fisch vom
Assistenten Dr. T. Olsson untersucht. Aus der Aszitesfliissigkeit sowie aus
der Milz wurden Vibrionen reingeziichtet, die mir spater zur Untersuchung
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freundlichst lberlassen wurden und die weiter unten naher besprochen wer-
den. Auf Anfrage wurde berichtet, dass in den grossen Meerwasserbehaltern
des Aquariums fast alljahrlich im Spatsommer, also zur Zeit, wo das Wasser
die hochste Temperatur aufweist, ein oft betrachtlicher Teil der Fische er-
krankt und eingeht. Eis konnen die verschiedenartigsten Fische befallen
werden, vor allem verschiedene Dorsch- (Gadiden) und Flunderfische (Pleu-
roneetiden), aber auch andere, wie Arten der Gattungen Trigla, Labrus
u. s. w. Die Krankheitsmerkmale sind fir gewohnlich Rétungen der Haut
und der Flossen, welch letztere aufgefasert werden, doch kommt auch Er-
blindung vor.

5 und 6) In zwei unten naher zu besprechenden Fallen habe ich bei
Aalen, die angeblich in der Nahe von Goteborg bzw. Stockholm gefangen
wurden, durch serologische Prifung feststellen kénnen, dass die betreffenden
Aale Infektion mit V. anguillarum Uberstanden haben miissen.

Ausser diesen Gelegenheiten, bei welchen Vibrio anguillarum oder jeden-
falls ahnliche Vibrionen beobachtet wurden, kennen wir deren mehrere, wo
Aalsterben von grdsserem Umfange vorkam, ohne dass dabei eine bakterio-
logische Untersuchung ausgefiihrt wurde, und man folglich nur vermutungs-
weise sagen kann, dass die Erreger dem Vibrio anguillarum-Typus ange-
horten. Hieher gehoren z. B. die von Feddersen in den Jahren 1896—97
an den dénischen Kisten sowie die von Kluss im Jahre 1898 bei Wismar
beobachteten Rotseuchen.

Von &hnlichen Seuchen im Limfjord, Dénemark, in den Jahren 1905 und
1906, wo ausser Aalen auch Schollen in grosser Ausdehnung angegriffen
wurden, wird bei Bruun und Heiberg (1932 p. 11) berichtet, und in
der schwedischen Fischereizeitung, Ny Svensk Fiskeritidskrift” flr das
Jahr 1932 (p. 202) ist ein Aalsterben an der schwedischen Westkiiste im
Herbst 1932 erwéhnt. Es ist zu bedauern, dass von diesen schwedischen
Krankheitsfallen kein Material an Sachverstdndige tbersandt wurde; die in
der Notiz gegebene Diagnose Salzwasseraalrotseuche ist also, obwohl wahr-
scheinlich richtig, nicht bakteriologisch begriindet. Nach brieflichen Mitteil-
ungen meines Freundes Dr. Paul Bjerkan, Bergen, war im Jahre 1933
der Aalbestand an der norwegischen Skagerakkiste sowie im Oslofjord von
”’Rotseuche” sehr stark angegriffen; auch in diesem Falle wurde keine bak-
teriologische Untersuchung vorgenommen. Endlich vermute ich, dass die
in den Tageszeitungen erwéhnte Krankheit der Schollen, die im Jahre 1934
an der danischen Westkiste beobachtet wurde, und die sich hauptséchlich
in roten, zerfetzten Flossen dussern soll, auch auf eine Vibrioinfektion zu-
rickzufihren ist.
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Es liegen somit eine ganze Reihe von Beobachtungen uUber kranke Fische
aus deutschen, danischen, norwegischen und schwedischen Kistengewassern
vor, wo teils Vibrio anguillarunv, teils mit diesem sehr nahe verwandte, wahr-
scheinlich aber doch identische Vibrionen gefunden wurden. Am héaufigsten
handelt es sich um Aalsterben, aber auch bei Hechten und Dorschen sind Mas-
senerkrankungen beobachtet worden; ausserdem sind, mehrere andere unserer
Kustenfische als fur diese Vibrionen empféanglich erkannt worden, und den
Symptomen nach schliessen sich diesen Fallen noch mehrere an, wo eine
bakteriologische Untersuchung nicht vorgenommen wurde. Andererseits ist
meines Wissens keine ansteckende Krankheit bei unseren Kistenfischen be-
kannt, wo andere Spaltpilze als Vibrionen gefunden wurden. Schon hieraus
ist die hervorragende Bedeutung dieser fischpathogenen Vibrionen zu ersehen.
Und da hierzu noch die Tatsache kommt, dass durch die von ihnen hervor-
gerufenen Seuchen Schéden von grosser wirtschaftlich-6konomischer Bedeut-
ung verursacht werden konnen, ist ohne weiteres einzusehen, dass jeder Bei-
trag zur Vervollkommnung unserer Kenntnis dieser Krankheitserreger und
der von ihnen hervorgerufenen Krankheiten von Wert sein kann. Ich halte es
deshalb nicht fiir unangemessen, meine Beobachtungen uber diesen Spaltpilz
zu veroffentlichen, trotzdem er schon mehrmals Gegenstand zum Teil recht
eingehender Untersuchungen war.

I. Bakteriologische Untersuchung der gefundenen Vibrionen.
1. Materialgewinnung.

Das erste und wichtigste Material fiir die vorliegende Untersuchung wurde,
wie gesagt, von dem oben unter Punkt 2 erwahnten Aal geliefert. Er war
bei der Ankunft noch am Leben, starb aber innerhalb einer Stunde.

Die dausseren Krankheitsmerkmale waren: Stark aufgetriebener Bauch,
recht kréaftige Hautrétungen der Korperseiten bis zum After, der etwas
vorgestilpt und von einer ringférmigen Hautrétung umgeben war. Es wur-
den sofort Kulturen mit in Ublicher Weise enthommenem Blut aus den
Schwanzgeféassen auf Endo- und Aszitesagarplatten, sowie in steriler Bouillon
angelegt, worauf die Bauchhohle steril getffnet wurde. Magen stark er-
weitert, mit mattem Belag, Leber etwas rotlich, sonst keine krankhaften
Verdnderungen bemerkbar; keine Aszitesflissigkeit. Die Magenwand wurde
(ohne vorherige Sterilisierung!) mit steriler Pasteur-Pipette durchstochen
und mit der derart gewonnenen Probe des schleimig-fliissigen Mageninhaltes
wurden ebenfalls Kulturen auf Endo- und Aszitesagarplatten, sowie in ste-
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iUgi Bouillon gemacht. Bildlich wurde ein Bouillonréhrchen mit steril ent-
nommenem Herzblut geimpft.

Auf allen Platten mit Schwanz- bzw. Herzblut wuchsen, von wenigen Luft-
verunreinigungen (Kokken) einiger Platten abgesehen, nur untereinander
gleichartige Kolonien hervor, auf den mit Mageninhalt bestrichenen Platten
waren aber, neben vereinzelten Kokken, Kolonien von, dem Aussehen nach be-
urteilt, dreierlei Art vorhanden. Es wurden Schrégagarkulturen angelegt, teils
aus einer Kolonie der Aszitesplatte mit Schwanzblut (Bezeichnung Aal 1),
teils aus je einer der drei Kolonietypen der Endo-Platte mit Mageninhalt
(Aal 11, Aal 111 und Aal V), teils aus einer Kolonie der Endo-Platte mit
Schwanzblut (Aal V). Aal Il bestand aus unbeweglichen kokkoiden Stab-
chen, die Gelatine nicht verfliissigten, Aal 111 aus kurzen beweglichen, gela-
tineverfliissigenden Stabchen, die sich ausserdem u. a. dprch starke 1i2S-
Bildung und Reduktion der Lackmusfarbe auszeichneten; diese beiden
Stamme, die also mit ! ibrio (ntguillaruui nichts zu tun hatten, werden im
folgenden nicht weiter erwahnt. Die drei lbrigen Stdmme waren Vibrionen
und wirden, um ihre eventuelle ldentitat mit V. amguillarurn festzustellen,
naher untersucht. Als Vergleichsmaterial stellte mir Dr. ScMperclaus
zwei Vibrio angullarum-Stamme gltigst zur Verfligung, die von ihm aus
einem Hecht bei Riigen 1927 und einer Pl6tze aus der Saale 1930 isoliert
wurden (seine Stdmme aus kranken Aalen waren leider eingegangen) ; diese
Stamme waren als | bzw. X\ Il bezeichnet und werden im folgenden als
Sch | bzw. Sch XVII angefiihrt. Endlich sind in der Untersuchung auch
die oben unter Punkt 4 erwdahnten, vom Assistenten Olsson aus einem
Steinbutt reingeziichteten und mir gitigst Uberlassenen Vibrio-Stdmme, hier
als 1 1 und P Il bezeichnet, mit einbezogen. Die folgende Zusammenstellung
der Ergebnisse der diagnostischen Untersuchung bezieht sich, soweit nicht
anderes bemerkt wird, auf sdmtliche hier erwéhnten Vibrio-Stdmme.

Als die Untersuchung in ihren Hauptziigen schon léngst abgeschlossen
war, erhielt ich von Dr. ScMperclaus vier Stamme, nr 6, 10, 16 und
24 von dem bei Stralsund im Jahre 1931 eingesammelten Material, hier als
Sch 6, 10, 16 und 24 bezeichnet und von Dr. Heiberg zwei Std&mme von
T. anguillicida, hier als H I und H Il angefuhrt. Sie konnten in diese
Untersuchung nur zum Teil einbezogen werden.

2. Morphologisches.

Samtliche Stdamme meines Materials, also Aal I, Aal IV, Aal V, P | und
P 11 sind, wie gesagt, als Vibrionen zu bezeichnen, indem sie in der Regel
eine kommaférmige Gestalt aufweisen, die besonders in den S- oder 3-
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formigen Teilungsstadien deutlich zum Ausdruck kommt; meistens ist die
Krimmung weniger ausgepragt, und in &lteren Kulturen kommen haufig
Involutionsformen vor, wie sie von Bergman (1909) und Schépér-
claus (1927, 1928) beschrieben wurden. Sie sind Gram-negativ und bilden
keine Kapseln. Sporenbildung konnte niemals, auch nicht in alten, aus-
trocknenden Schragagarkulturen, konstatiert werden. Stichkulturen in halb-
flissigem (0,35 %) Agar zeigten, dass sie lebhaft beweglich waren.

3. Beziehungen zu verschiedenen Kulturmedien.

Kolonien. Auf Aszitesagarplatten (Aal 1) sowie auf gewohnlichen Agar-
platten runde, urspringlich wasserklare, spater gelblichgraue Kolonien von
wenig charakteristischem Aussehen. Auf Endo-Agarplatten (Aal V) bei
Zimmertemperatur nach 24 Stunden ebenfalls kleine runde, wasserklare Kolo-
nien, nach 48 Stunden grosser, tiefrot mit wasserklarem Rande, nach 7—38
Tagen etwa 6—10 mm im Durchmesser betragende, lackrote, wenig erhabene
Kolonien.

Auf gewohnlicher Gelatine bildeten die Stamme Aal | und Aal V nach
48 Stunden schalenférmige, kreisrunde Kolonien von 1,5—2 mm Durch-
messer mit einem graulichen, in der Mitte gelblichen, flockigen Bodensedi-
ment. Nach drei Tagen haben die Kolonien etwa 5—10 mm, nach 4 Tagen
etwa 14—18 mm Durchmesser. Wie von Bergman (1909) hervorgehoben
wird, riechen die Gelatineplatten nach Leim, sobald die Peptonisierung der
Gelatine begonnen hat.

Strichkulturen auf schrager Gelatine, wie sie von Bergman (1909) be-
schrieben wurden, mit den Stdmmen Aal I, Aal IV und Aal V angelegt,
wiesen schon nach 48 Stunden die charakteristische Dreiteilung des Sub-
strats auf.

Die Gelatinestichkulturen sind als choleradhnlich zu bezeichnen. Auf die
kleinen, unwesentlichen Variationen, die die verschiedenen Kulturen auf-
wiesen, braucht hier nicht naher eingegangen zu werden, ich begniige mich
deshalb mit der Bemerkung, dass die Stamme Aal I, Aal IV, Aal V, Sch |
und Sch XVII sehr mit der von Schépercluus (1927) gegebenen Be-
schreibung Ubereinstimmten, nur dass noch nach 30 Tagen eine Trubung der
obersten 10 mm der Flussigkeit unmittelbar unter dem noch vorhandenen
Hautchen zu beobachten war, wahrend die Stamme P | und P Il die
Gelatine schneller verflissigten, etwa wie es Schaperclaus spater (1928)
beschrieb. Bemerkenswert ist nur, dass der Stamm Sch |1, der 1927 zu
dem schnell verflissigenden Typus gehorte, in meinen Versuchen drei Jahre
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spater die langsamste Verfllssigung aufwies, was wohl darauf hindeutet,
aass diese Fahigkeit nach langer Zichtung herabgesetzt werden kann.

Auf schragem Agar wiesen die Kulturen Aal I, Aal V, P I, P II, Sch I
und Sch XVII einen wenig charakteristischen Wuchs auf und das Substrat
wurde, mit Ausnahme von feinen, von der Oberflache her eindringenden
Kristallnadeln, nicht merklich verandert. Anders verhielt sich aber der
Stamm Aal IV, der etwa nach 8 Tagen eine braune Farbe zeigte, die auch
den Agar stark braunlich féarbte; in mit Paraffin verschlossenen Schragagar-
kulturen trat indessen diese Braunfarbung nicht auf. Eine derartige Ver-
farbung des Substrats wird von Bergman fiir V. anguillarum nicht er-
wahnt, von Schéperclaus wird nur 1928 angegeben, dass sich der Agar
bei alteren Plattenkulturen ''durch einen aus der Kolonie herausdiffundie-
renden Farbstoff leicht braunlich” farbte. Auf dieses Merkmal hin den
Stamm Aal 1V als eine neue Art auszuscheiden, halte ich natirlich flr ganz
verfehlt und dies umsomehr, als er, wie wir weiter unten sehen werden, in
agglutinatorischer Hinsicht mit den Stdammen P | und P 11 véllig identisch
war, welche letzteren aber keine Braunfarbung des Substrats bewirken.

Auf Kartoffeln zeigten Aal I, Aal V, P I, P I, Sch | und Sch XVII
nach drei Tagen eine rein gelbe Farbe, die in 6 Tage alten Kulturen in
eine dunklere, honiggelbe Farbe Ubergegangen war und die sich in &lteren
Kulturen noch etwas mehr verdunkelte, &hnlich wie es Bergman und
Schéperclaus beschreiben. Meistens war aber der Belag ausserdem
weiss umrandet. Auch in diesem Falle verhielt sich jedoch Aal 1V den
Ubrigen Stdmmen gegeniber verschieden; nach 6 Tagen zeigte der dunkel-
gelbe Belag einen Stich ins Graugrin und vom 9. Tage an wurde das
Substrat immer dunkler verfarbt, bis es nach 24 Tagen, einmal schon nach
13 Tagen, fast ganz schwarz wurde. Dass Avir es in diesem Falle mit der
gleichen Farbstoffbildung zu tun haben, die in den entsprechenden Schrag-
agarkulturen eben besprochen Avurde, ist wohl anzunehmen, und muss wohl
auch in systematischer Hinsicht als ebenso bedeutungslos angesehen werden.

In Bouillonkulturen von V. anguillarum fand Bergman nur gleichmassige
und mehrere Wochen lang bestehende Tribung schon nach 12 Stunden, einen
feinen Bodensatz bereits nach 24 Stunden und nach 3—10 Tagen eine zarte
Haut an der Oberflache. Nach Schéaperclaus (1928) weisen die Bouillonkul-
turen indessen weitere Differenzierungen auf. Nach 24 Stunden zeigt sich
”an der Oberflache ein feinkorniges, milchweisses Hautchen, darunter eine
stark getriibte Schicht und darunter ziemlich klare N&hrflussigkeit. Nach
48 Stunden war das weisse Hautchen etwa 1 mm, die tribe Schicht 10 mm
hoch; auch im untersten Teil trat jetzt leichte Tribung ein. ----------- Vom
sechsten Tage ab Avar die ganze Nahrflissigkeit gleiehméssig triilbe und oben
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bedeckt von dem dicken weissen Hautchen. Es bildete sich nunmehr auch ein
Bodensatz von abgestorbenen Vibrionen.” Meine eigenen Befunde stimmen in
dieser Hinsicht recht wohl mit diesen Beobachtungen Uberein, nur dass die
Kulturen nach 48 Stunden eine noch weitere Differenzierung aufwiesen und
zwar folgendermassen: An der Oberflache ein deutliches Hautchen, darunter
eine etwa 10 mm hohe, stark getriibte Schicht, darunter eine etwa 30 mm
dicke Schicht mit nur schwacher Tribung und endlich darunter eine etwa
15 mm hohe, fast vollig klare Schicht. Erst am dritten Tage trat die von
Schéaperclaus beschriebene Schichtung ein und vom vierten Tage ab war die
ganze Flussigkeit unter der Hautschicht gleichmassig getriibt; zu dieser Zeit
trat der erste Bodensatz auf. Dieses Verhalten habe ich in allen von mir
untersuchten Kulturen beobachtet, mit Ausnahme von Sch I, bei welcher nur
eine gleichmassige Trubung unter dem Hautchen zu sehen war. Es kénnen
sich also wohl verschiedene Stdmme verschiedenartig verhalten und die An-
gabe bei Bergman braucht somit nicht notwendig auf Ungenauigkeit in
der Beobachtung zu beruhen. Auch kdnnen sich wohl die Verhaltnisse in
verschiedenartig zusammengesetzten Kulturmedien etwas verschiedenartig
gestalten; Schéaperclaus’ Beobachtungen beziehen sich auf Karpfen-
bouillonkulturen, wéhrend ich gewdhnliche Fleischbouillon beniitzte. Erne
charakteristische Schichtung der Bouillonkulturen wahrend der ersten Tage
gehort aber wohl meistens zu den kennzeichnenden Merkmalen dieser Vi-
brionen.

1 %-ige Peptonwasserkulturen von Aal I, Aal IV, Aal V, Sch | und Sch
XVIl stimmten mit den bei Schaperclaus (1928) beschriebenen an-
scheinend vollkommen (berein, besonders scheinen die anfangs ungetriibte
obere Schicht, sowie das Fehlen einer Hautchenbildung charakteristisch zu
sein; die bei Bergman (1909) und bei Schéaperclaus (1927) beobach-
tete Hautchenbildung in gewissen Kulturen habe ich nur in einigen Kul-
turen mit hohem Salzgehalt von Sch XV 11 gesehen. Eine obere klare Schicht
wird von Bergman nicht erwihnt, was vielleicht auf einem Ubersehen
beruht.

In Milchkulturen trat die klare gelbliche Flussigkeitszone unter der obersten
Fettschicht am sechsten bis neunten Tag auf und auch im Ubrigen stimmten
meine Milchkulturen mit der von Schéaperclaus (1928) gegebenen Be-
schreibung 0Uberein; beim Stamm Sch XVII verliefen aber die spateren
Veranderungen viel langsamer als bei den Gbrigen untersuchten Stammen
(vom Stamm P Il wurden keine Milchkulturen angelegt), was wohl darauf
hindeutet, dass die Fahigkeit, Milch zu koagulieren, in gewissen Stdmmen
mit dem Alter schwdacher wird oder sogar verloren gehen kann, wie dies
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anscheinend bei dem von Bergman (1911) erwéhnten, zum Vergleich gepruften
alten V. anguillarum-Stamm der Fall war.

Wie sieh V. anguillarum und verwandte Vibrionen unserer Kistenfische
gegenlber verschiedenen Zuckerarien verhalten, ist in der Literatur etwas
verschieden angegeben. So schreibt Bergman (1909 p. 35) . ”’In Bouillon,
versetzt mit Dextrose, Lactose, Saccharose oder Maltose kann man kein oder
nur geringes Wachstum spiiren, und im letzteren Fall bildet sich nicht
Séure oder Gas. Im Traubenzuckeragar wéchst die Bakterie nur schwach
und ohne Gasbildung. Sie besitzt also nicht die Fahigkeit Garung in den
genannten Zuckerarten zu bewirken.” In einer spateren Arbeit (1911) sagt
er aber (von mir Ubersetzt): ’In Bouillon von Cibils Fleischextrakt mit
verschiedenen Zuckerarten, Lactose, Saccharose, Glucose oder Maltose
versetzt, werden vom Stamm Dorsch | (ein gerader Stab; von mir bemerkt)
weder Gas noch Séure gebildet. Die funf Vibriostamme aus Dorschen kénnen
diese Zuckerarten dagegen unter Bildung von Séure, aber ohne Gasbildung
vergdren. Was Vibrio anguillarum betrifft, so konnte er Lactose nicht
vergaren, verhielt sich aber im Ubrigen wie die anderen Vibrionen. Dies
stimmt nicht mit den friiheren Garungsversuchen mit diesem Vibrio Uberein,
bei welchen ich keine Spaltung irgendeiner der genannten Zuckerarten
beobachten konnte. Die damals verwendeten Kulturen waren indessen unmit-
telbar vorher reingeziichtet und wuchsen sehr schlecht in Cibils Bouillon,
wéhrend der bei dieser Gelegenheit benitzte Stamm kraftig wuchs.” Bei
Schaperclaus (1927) heisst es (p. 112): ”In Peptonwasser, das 1 %
Traubenzucker enthalt, wachst der Vibrio gut. Es entsteht Tribung bis
in die &usserste Spitze des geschlossenen Schenkels des Garréhrchens, Gas
wird nicht gebildet.” und ferner (p. 113): ”Zuckerspaltende Fermente
kénnen die Vibrionen nicht bilden. Die geringe Erniedrigung des pH'’s
in der Traubenzuekerpeptonwasserkultur ist auf die Kohlensdurebildung in-
folge der Atmung zuriickzufiilhren. Auch auf andere Weise wird keine
Séure gebildet.” Bei Schéperclaus (1928) dagegen (p. 357): Weder
Milchzucker, noch Trauben-, noch Rohzucker konnen in Peptonwasserkul-
turen unter Gasbildung vergoren werden. Wahrend in Milchzuckerlésungen
das pH kaum veréndert wird, tritt aber in Trauben- und Rohzuckerlésungen
bereits nach 12 Stunden S&urebildung ein, das pH sinkt bald auf etwa 5.”
Bei Schaperclaus (1930) wird in der Tabelle VIII (p. 366) angegeben,
dass in Traubenzucker kein Gas gebildet wird und dass die Saurebildung
nicht unter einem pH-Wert von 4,s sinkt. Aus allen diesen Beobachtungen
geht also unzweideutig hervor, dass sowohl Bergmans und Schéaperclaus’
V. anguillarum als auch Bergmans Dorschvibrionen bei giinstigen Kul-
turbedingungen aus-Traubenzucker und anderen Zuckerarten Saure-bil-
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den. Trotzdem haben Bruun und Heiberg (1932) die Fahigkeit der von
ihnen gefundenen Vibrionen, aus Traubenzucker, Maltose und anderen
Zuckerarten Saure zu bilden, als ein differentialdiagnostisches Merkmal dem
V. anguillarum gegeniiber hervorgehoben, was Schéperclcms (1934) Ver-
anlassung gab, das Irrtimliche in dieser Auffassung zu betonen und die
friheren Befunde zusammenzustellen (1934, p. 208—209) ; in der aller-
jlngsten Zeit ist auch, nach brieflicher Mitteilung, die Art V. mguillicida
von Heiberg selbst wieder eingezogen und mit V. anguittarum identifiziert
worden.

Meine eigenen Befunde stimmen hiermit vollstandig Uberein. Die Stamme
Aal I, Aal IV, Aal V, P I und P Il wurden unmittelbar nach der Reinziich-
tung in Garrdhrchen mit Traubenzuckerbouillon geziichtet und zwar-sowohl
bei Zimmertemperatur als auch (fur die drei erstgenannten) bei + 37 °C.
Nach 5 Tagen war kein Gas gebildet, bei Zusatz von Lackmuslésung wurden
aber die bei Zimmertemperatur gehaltenen Kulturen deutlich rotgefarbt,
wahrend die bei 37° geziichteten Kulturen, offenbar wegen des baldigen
Absterbens, nur eine sehr schwache Rétung zeigten. Die in @hnlicher Weise
bei Zimmertemperatur geziichteten Stdmme Sch | und Sch XVII, der erstere
beim Versuche schon Uber drei Jahre alt, verhielten sich véllig Uberein-
stimmend.

Vor kurzem, als ich mit den Arbeiten von Bruun und Heiberg (1932)
und von Schéaperclaus (1934) bekannt wurde, stellte ich mit den Stam-
men Aal IV, Aal V, Sch | und Sch XVII, von welchen Sch 1 also
sieben, die Ubrigen vier Jahre alt waren, in Dextrose-, Lactose-, Maltose- und
Mannit- Lackmusbouillon bei etwa 25 °C neue Gérungsversuche an, die
folgendermassen ausfielen: Samtliche Dextrose- und Maltose-Réhrchen waren
schon nach 12 Stunden deutlich rotgefarbt, in den Mannit-Réhrehen trat
eine schwachere Rotung erst nach 24 Stunden auf, die aber nach weiteren
24 Stunden ebenso stark war wie in den Dextrose- und Maltose-Réhrchen,
in den Lactose-Réhrchen endlich wurde kein deutlicher Umschlag ins Rote
bemerkbar; alle Kulturen wurden wahrend 6 Tagen beobachtet.

Als ich bald darauf von Dr. Heiberg zwei Stdamme des Originalma-
teriales von V. angudlictda, hier als H | und H Il bezeichnet, sowie von
Dr. Schaperclaus die vier als Sch 6, 10, 16 und 24 bezeichneten Stamme
des Stralsunder Materiales vom Jahr 1931 erhielt, wurden diese 6 Stdmme
gegenliber Dextrose, Lactose, Maltose, Saccharose und Mannit geprift, da
sie ja angeblich weder Lactose noch Saccharose noch Mannit verandern
sollten. Wiederholte Versuche haben mich Uberzeugt, dass diese Angaben
vollig zutreffend waren; Sdure wurde nur in Dextrose und Maltose ge-
bildet, wahrend in Lactose, Saccharose und Mannit kein Umschlag der Lack-
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musfarbe stattfand. Mit den Stimmen Aal 1Y, Aal V, Sch | nnd Sch XVII
wurden gleichzeitig Garungsversuche in Saccharose und Mannit ausgefihrt,
um die Fehlerquelle einer eventuellen Ungleichartigkeit der Substrate bei
verschiedenen Gelegenheiten auszuschalten; alle vier Stdmme bildeten aber
in diesen beiden Kulturmedien Séure.

Auch hinsichtlich der Indolbildung gehen die Angaben etwas auseinander.
Bergman (1909) gibt an, dass V. angullarum Nitrosoindol bildet, dagegen
wird fir die Dorschvibrionen mitgeteilt (1911), dass sie zwar Indol, nicht
aber Nitrosoindol bilden. Bchéaperclaus (1927, 1928) wies Indolbildung
bei den Vibrionen aus Riigen nach, bei sdmtlichen aus Libeck und Stral-
sund gewonnenen Stammen (Schaperclaus 1934) konnte aber keine Indol-
bildung festgestellt werden. Auch Bruun und Heiberg fanden keine Indol-
bildung bei V. anguillicida” in den ersten drei Tagen.

In Peptonwasserkulturen von Aal I, Aal 1Y und Aal V fand ich keine
Indolbildung nach 24 Stunden (Salkowski-Reaktion), nach 48 Stunden
war die Reaktion zwar positiv, aber dusserst schwach. Nach 3 Tagen trat
Rosafarbung beim Zusatz von Schwefelséure ein, am starksten in den Kul-
turen Aal |1 und Aal V, und nach 8 Tagen zeigten die Peptonwasserkulturen
dieser beiden Stdmme beim Zusatz von Schwefelsdure starke Rotfarbung,
wahrend die entsprechende Kultur von Stamm Aal IV nur Rosaférbung
aufwies. Das Gleiche war bei 10 Tage alten Peptonwasserkulturen der Stdmme
Sch 1 und Sch XVII der Fall, also in sdmtlichen Fallen deutliche Nitro-
soindolreaktion. Auch mit dem Stamm P | erhielt ich &hnliche Resultate.

Von allen diesen Stdmmen wurde also sowohl Indol als auch und zwar
besonders stark bei Aal 1 und Aal V, Nitrosoindol gebildet, aber erst in
einige Tage alten Kulturen war die Reaktion deutlich; es schien mir deshalb
moglich, dass die oben erwahnten negativen Befunde anderer Autoren (ich
dachte besonders an die von Bruun und Heiberg) auf ungeniigendes Alter
der Kulturen zuriickgefuhrt werden konnten.

Als ich die Stamme H I, H I, Sch 6, 10, 16 und 24 erhielt, bot sich
eine willkommene Gelegenheit, diese Vermutung zu prifen. Sie erwies sich
aber als falsch. In 8-tdgigen Peptonwasserkulturen dieser Stdmme fiel "zwar
die Salkowski-Beaktion sehr schwach positiv aus, als ich aber, um der
Sache ganz sicher zu werden, die Staimme Aal IV, Aal V, Sch I, Sch XVII,
H I, PI Il, Sch 6, 10, 16 und 24 im Staatsmedizinischen Laboratorium zu
Stockholm einer erneuten Prufung unterwarf, die derart ausgefiihrt wurde,
dass nach dreitagiger Zichtung in der dort benitzten Indolbouillon das F.hr-
lich-sehe Reagens zugesetzt wurde, zeigte es sich, dass die Indolprobe nur
fur die vier ersterwahnten Stdmme positiv und zwar fur Sch | recht schwach,
fur die Ubrigen dagegen negativ ausfiel. Es haben also sowohl Bruun und
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Heiberg als auch Sdhéaperclaus darin recht, dass die genannten Stdmme Indol
nicht bilden.

Hinsichtlich der Schwefelwasserstoffbildung stimmen alle friiheren Beob-
achtungen darin Uberein, dass V. anguillarum H2S nicht bildet. In Bouillon-
kulturen von Aal I, Aal IV, Aal V, P I, P Il, Sch I und Sch XVII habe
ich auch keine Schwérzung von eingehdngten Bleiazetatpapierstreifen
beobachten kénnen. Dagegen habe ich in einigen Peptonwasserkulturen von
Aal 1V, Sch | und Sch XVII eine schwache Andeutung einer Schwérzung
des Bleipapiers gesehen, was aber wohl nicht geniligt, um den erwahnten
Stammen die Fahigkeit der H2S-Bildung zuzuschreiben.

Reduktionsfahigkeit. Nach Bergman (1909) vermag V. anguillarum
weder Methylenblau noch Neutralrot zu reduzieren, auch die Dorschvibrionen
(Bergman 1911) waren nicht reduzierend. Bezlglich der Stdmme Aal 1V,
Aal VvV, P I, P II, Sch I, Sch XVII, HI, H Il, Sch 6, 10, 16 und 24 kann
ich angeben, dass sie in mit Lackmus versetzten Géarréhrchen die Lackmus-
farbe nicht reduzieren.

Hamolyse. Die hamolytische Wirkung von V. anguillarum ist, soweit ich
sehen kann, von friheren Verfassern nicht geprift. Ich habe die Stamme
Aal IV, Aal V, P I, Sch | und Sch XVII auf Kaninchenblutagarplatten
gezlichtet und dabei schon nach 48 Stunden eine kréaftige Hamolyse
beobachtet.

Was den Sauerstoffbedarf anbelangt, bezeichnen Bergman (1909, 1911)
und Schaperclaus (1927, 1928) die von ihnen untersuchten Vibrionen
als fakultativ anaérob. Ich habe in dieser Hinsicht nur die Stamme Aal 1V
und Aal V untersucht und dabei gefunden, dass in Vacuum bei Zimmer-
temperatur gehaltene Schrégagarkulturen bei weitem nicht so schnell wie
bei Luftzutritt, aber doch deutlich wachsen. Auch diese Stdmme sind also
wohl als fakultativ anaérob zu bezeichnen.

Die obere Temperaturgrenze fr V. anguillarum wird etwas verschieden
angegeben. Bergman (1909) gibt sie mit + 38 °C an, Uber die Dorsch-
vibrionen wird (1911) mitgeteilt dass sie bei + 37 °C wachsen, wenn auch
langsam. Dagegen sagt Schéperclaus (1927), dass bei + 37 °C gehaltene
Kulturen nach einigen Tagen absterben und ferner (1928) . ”’Kulturen, die
sieben Stunden bei 37° gestanden hatten, Hessen sich bereits nicht mehr
abimpfen.” Spater (1934) berichtet aber Schaperclaus von Stammen,
die noch bei + 40 °G ungemindertes Wachstum aufwiesen. Die von Bruun
und Heiberg untersuchten Vibrionen starben iin allgemeinen bei + 37 °C
nach wenigen Tagen ab, in einigen Féallen schon nach 24 Stunden.

Die von mir untersuchten Stamme Aal I, Aal IV und Aal V zeigten bei
4- .37 °C auf schragem Agar ein langsames, nach ein paar Tagen aufhdrendes
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Wachstum ; in Zimmertemperatur Gbergeflihrt wuchsen nur vereinzelte Kolo-
nien hervor, vas darauf hindeutet, dass die allermeisten Vibrionen durch
eine Temperatur von -f 37 °C abgetdtet wurden. Auch bei derselben Tempe-
ratur gehaltene Dextrosebouillonkulturen gingen, wie schon oben erwahnt,
nach wenigen Tagen ein. Die in Frage stehenden Vibriostimme sind also
wohl als bei + 37 °C nicht mehr lebensfahig zu bezeichnen.

Verhalten gegeniiber Kochsalz. Sowohl theoretisch als auch praktisch von
grossem Interesse ist das Verhalten der hierhergehdrenden Vibrionen zum
NaCl-Gehalt des Né&hrbodens, und schon Bergman (1909) hat Versuche
darliber angestellt: Sie wachst in gewdhnlicher Gelatine ohne Zusatz von
NaCl, aber langsamer als wenn dieser Stoff beigemischt worden ist, und
nur ein geringer Teil des Nahrbodens wird verflissigt. In Gelatine mit
Zusatz von 1 % NaCl ist das Wachstum meistens ein Uppiges und verlauft
die Verflissigung am schnellsten. Bei Zusatz von 3 % NaCl erkannte man
deutlich eine hemmende Einwirkung auf die Vermehrungsfahigkeit der Bak-
terie und noch mehr, wenn die Kultur 5 % des Stoffs enthielt. Ein Koch-
salzgehalt von 7 % ist der hochste, bei dem man in den Kulturen ein
Wachstum spiiren kann.”

Sehaperclaus (1927) benutzte 1 % Peptonwasser (Witte), von wel-
chem durch Zusatz von chemisch reinem Kochsalz eine Reihe von Reagens-
glaschen mit 0, 0,5,¢1, 15, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 6, 8 und 10 % NaCl hergestellt
wurde, die, nach Sterilisierung, mit Vibrionen geimpft wurden. Es entstand
Tribung durch Vermehrung der Vibrionen der Glaschen 0,5—6 %, und
zwar am stérksten in jenen mit 2 bzw. 2,5 % NaCl-Gehalt. ’Einen Salzgehalt
von 8 % vermag er nicht mehr zu ertragen. Andrerseits ist auch wieder zu
ersehen, dass in reinem Sisswasser auch bei Zusatz von Pepton der Vibrio
nicht leben kann. Auch spéater ist Schapenclans (1934) zu dem glei-
chen Ergebnis gekommen; nach der Abb. 11, p. 208, sind die Grenzwerte
etwa 0,07 und 75 % NaCl-Gehalt mit dem Optimum zwischen 1,5 und
3,5 %. Es wird hier ausserdem angegeben, dass die Vibrionen in Wasser
mit 0,05 % NaCl ebenso rasch absterben wie in reinem Leitungswasser. Im
Gegensatz hierzu geben Bruun und Heiberg (1932) an, V. anguillicida
sei auch in reinem Silsswasser lebensfahig, wozu Sehaperclaus (1934,
p. 209) bemerkt: ’Das Wachstum dieser Kulturen bei 0 % Kochsalz
beruhte, soweit ich bisher feststellen konnte, auf Verunreinigung durch
Kokken."'

Selbst habe ich einige Versuche mit den Stdammen Aal IV, Aal V, P |,
Sch I und Sch XVII ausgefuhrt, die im grossen und ganzen die von
Sehaperclaus angefiihrten Ergebnisse bestétigen, die jedoch durch be-
sondere Umstdnde von Interesse sein konnen. Die Kulturen waren seit

2
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2 12 Jahren, in einem Falle (Sch 1) vielleicht sogar seit 5  Jahren auf
Agar mit gewdhnlichem NaCl-Gehalt gezlchtet. Es wurden Peptonwasser-
rohrchen mit einem NaCl-Gehalt von 0,5, 2,5 45 6 und 7 % nach der
Vorschrift Schaperclaus’ (1927) hergestellt und mit Vibrionen geimpft.
Nach zehn Tagen zeigten die drei ersten der mit den Stammen Aal V,
P I und Sch XVII geimpften Réhrchen starke Tribung, wéhrend die Stamme
Aal 1V und Sch | nur die zwei ersten, also 0,5 und 2,5 %, getribt hatten.
Nach einer abermaligen Impfung mit Material von den Schréagagarkulturen
trat nur die Veranderung ein, dass auch Sch I bei 4,5 % NaCl-Gehalt gutes
Wachstum aufwies. Mit dem Stamm Aal 1V wurden keine weiteren Versuche
vorgenommen. Nach weiteren zehn Tagen wurden aber die Ubrigen steril
gebliebenen Glaschen aufs neue geimpft, aber diesmal nicht mit Material
von den Schrigagarkulturen, sondern mit je einer Ose von den entsprech-
enden 4,5 %-Kulturen. In sdmtlichen vier Fallen wurde auf diese Weise
gutes Wachstum in den Glaschen mit 6 % NaCl erzielt, fir Sch | und
Sch XVII auch in denjenigen mit 7 % NaCl. Mit Impfmaterial von der
6 %-Kultur von Aal V erhielt ich schwache Tribung in Peptonwasser mit
6,5 % NaCl, in 7 % aber nicht, mit dem in derselben Weise behandelten
Material des Stammes P | konnte spérliches Wachstum aber auch in 7 %
NaCl erreicht werden. Hier wurden die Versuche mit den Stdmmen Aal V
und P I abgebrochen, mit je einer Ose aus den 7 %-Glaschen der Stimme
Sch I und Sch XVII, die gutes Wachstum aufwiesen, wurden Peptonwasser-
réhrchen mit 8 % NaCl-Gehalt geimpft; der Stamm Sch | wuchs hier
schlecht, Sch XVII aber fast ebenso gut wie in den friheren Fallen. Es
wurden nun Peptonwasserréhrchen mit 8, 8,5, 9, 9,5 und 10 % NaCl bereitet
und mit Material von den eben erwédhnten 8 %-Kulturen geimpft. Fir
Sch | trat Wachstum nur in dem 8 %-Glé&schen ein, und eine abermalige
Beimpfung der steril gebliebenen Glédschen nach 9 Tagen blieb erfolglos.
Der Stamm Sch XVII wuchs anfangs recht gut in 8 %, schwécher in 8,5 %,
wahrend die drei Gbrigen Roéhrchen steril blieben, und eine Uberimpfung
von dieser letzten 8,5 %-Kultur in die Réhrchen mit 9, 95 und 10 % NaCl-
Gehalt war ohne Erfolg.

Da indessen aus diesen Versuchen nicht hervorging, ob die Ergebnisse
auf eine allméhliche Angewdhnung zurlickzufihren waren, wurde der
Versuch mit dem Stamm Sch XVII in folgender Weise wiederholt. Es
wurden drei Peptonwasserréhrchen mit 4,5, 6 und 7 % NaCl-Gehalt von
einer Schragagarkultur geimpft; -schon nach 2 Tagen trat eine schwache
Tribung im 4,5 %-Rohrchen auf, die in den folgenden Tagen immer stérker
wurde, wahrend die 6- und 7 %-Rohrchen steril blieben. Nach 8 Tagen
wurden diese Rohrchen aufs Neue in derselben Weise geimpft, auch diesmal
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ohne Erfolg. Nach weiteren 8 Tagen wurden sowohl die genannten Réhrchen,
als auch frischbereitete mit 6, 7, 8, 85 und 9 % Salzgehalt mit Material von
dem 4,5 %-Rohrchen beimpft; schon am dritten Tage wurde eine Tribung
sowohl in den alten als auch in den neuen 6- und 7 %-Roéhrchen beobachtet,
und dieselbe Erscheinung trat am funften Tage auch in dem 8 %-Ro6hrchen
auf, die Ubrigen Réhrchen blieben steril. Eine erneute Beimpfung der 8,5-
und 9 %-Réhrchen wurde nach 8 Tagen gemacht und nun wurde, allerdings
erst 7 Tage nach der Impfung, auch das 85 %-Réhrchen schwach getriibt.
Mit Material aus dieser Kultur wurden nun sowohl das alte 9 %-Réhrchen
als auch frischbereitete 8, 8,5, 9, 95 und 10 %-Rohrchen beimpft; nach
4 Tagen wurde Tribung im 8 %-Rdéhrchen, nach 9 Tagen auch im 85 %-
Réhrchen beobachtet, die Obrigen Réhrchen blieben, trotzdem sie nach 15
Tagen wiederum mit Material aus dem 85 %-Rohrchen beimpft wurden,
vollig steril.

Es ist aus diesen Versuchsreihen zu ersehen, dass die in den alten Kul-
turen stark herabgesetzte obere Grenze durch Zichtung in einem Medium
von massigem (4,5 %) NaCl-Gehalt wieder nach oben verschoben werden
kann, und zwar derart, dass bei zwei Stdimmen sogar der bisher festgestellte
Grenzwert von 7,5 % um. y2 bzw. 1 % Ubertroffen werden konnte.

Mit diesen Ergebnissen vor Augen lag es ja nahe zu versuchen, ob die
Vibrionen nicht auch an geringeren Salzgehalt oder sogar an ein ganz salz-
freies Medium gewohnt werden koénnten. Es wurden deshalb in entsprech-
ender Weise, wie friher berichtet, Peptonwasserréhrchen mit 0,5, 0,25, 0,1,
0,05 und 0 % NaCl-Gehalt hergestellt und mit Material von den Schragagar-
kulturen Aal IV, Aal V, Sch I und Sch XVII beimpft. Die Ergebnisse
waren in allen vier Serien fast gleichartig: gutes Wachstum in den 0,5 und
den 0,25 %-Rohrchen, viel schlechteres in den 0,i %-Rdéhrchen, und zwar
am schlechtesten von Stamm Sch XVII, in den 0,05 und 0 %-Rd&hrchen
wurde dagegen keine Tribung beobachtet. Nach 12 Tagen wurden diese
letzterwahnten Réhrchen wiederum mit Material von den Schragagarkulturen
geimpft und 15 Tage beobachtet, wéhrend welcher Zeit keine Triibung der
genannten Kulturen entstand. Gleichzeitig mit dieser zweiten Beimpfung
der alten Gl&schen wurden aber auch frisch bereitete 0,05 und 0 %-Glaschen
mit je einer Ose der 0,i %-Kulturen geimpft. Da auch diese Impfung nach
15 Tagen erfolglos blieb, wurde eine zweite Uberimpfung mit Material aus
den 0,i %-Kulturen gemacht und wahrend 28 Tagen beobachtet, ohne dass
jedoch auch nur die Spur einer Trubung festgestellt werden konnte. Nach
Ablauf dieser Zeit wurden die 0,i, 0,05 und 0 %-Kulturen nach Salkow-
ski auf Indol geprift; die Reaktion fiel in allen 0,i %-Glaschen positiv,
in den Ubrigen negativ aus, was gewissermassen als Kontrolle des fehlenden
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Wachstums in den beiden letzteren Kulturmedien betrachtet werden kann.
Der Versuch, die Vibrionen an einen NaCl-Gehalt von nur 0,05 % oder
noch geringer zu gewoéhnen, schlug also fehl, wir kdnnen folglich den
von Schaperclmis (1934) angegebenen unteren Grenzwert des erforder-
lichen NaCl-Gehaltes von etwa 0,0t % als wohlbegriindet und zuverldssig
betrachten und dirfen kaum mit einer Gewohnung dieser Vibrionen an
starker ausgesusstes oder reines Siisswasser rechnen.

Es mag ausserdem bemerkt werden, dass mit Material von einem der
8,5 %-Rohrchen des Stammes Sch XVII Wachstum in 0,i % direkt erzielt
werden konnte; die Erhéhung des oberen Grenzwertes scheint somit keinen
Einfluss auf die untere Grenze auszuiiben.

4. Pathogenitat.

Um die Pathogenitat der gefundenen Vibrionen zu priifen, wurden zuerst
mit dem Stamm Aal V einige Infektionsversuche gemacht, die ich hier an-
fihren mdchte, da sie fur die Beurteilung der Diagnostik der Vibrionen von
Bedeutung sind.

Aal A. 49 cm. Am 1. X. 1930 mit 0,3 ccm einer Aufschwemmung einer
5 Tage alten Schragagarkultur (etwa 1 Ose in 5 ccm 0,85 % NaCl) in-
traperitoneal an der linken Seite kurz vor dem Anus geimpft. In eine Glas-
wanne mit schwach durchfliessendem Leitungswasser im Laboratorium
eingesetzt.

Am 2. X. Impfstelle als roter Punkt bemerkbar. Am 3. X. Der rote Punkt
vergrossert, weiss umrandet, nach aussen von Hautréte begrenzt; Bauch
rotlich gefarbt, Am 5 X. Rote Flecke an den Korperseiten hinter dem
After. Am 9. X. Etwas schlapp. Am 17. X. Reaktion an der Impfstelle
etwas stéarker als vorher. Am 21. X. Reaktion wie vorher. Abermalige Impf-
ung wie vorher, aber vorgenommen mit 0,5 ccm der Aufschwemmung, an
der rechten Seite eingespritzt. Am 25. X. An der neuen Impfstelle &hn-
liche Reaktion wie an der ersten. Am 27. X. Die neue Impfstelle etwas
vorgewdlbt und entziindet. Am 31. X. Die Vorwolbung an der Impfstelle
beulenartig, graurotfleckig. Am 1.XI1. Beule gross, langsgestreckt in der
Langsrichtung des Korpers. (Zwischen 1. und 12. XI. keine Beobachtungen).
Am 12. XI. Beule anscheinend soeben aufgebrochen, ihr Inhalt durch eine
kleine Offnung hinten entleert. (Zwischen 12. XI. und 9. XII. keine Beob-
achtungen). Am 9. XIl. Wunde geheilt, die Narbe schwarz punktiert,
anscheinend ohne Schleimabsonderung.

Aal B. 49 cm. Am 1. X. 1930 mit 0,3 ccm derselben Aufschwemmung
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wie im vorigen Falle zwischen den Brustflossen (intracardial?) geimpft. In
denselben Behélter wie Aal A eingesetzt.

Am 2. X. Keine Reaktion an der Impfstelle. Am 3. X. Erweiterung der
Hautkapillaren an der Yentralseite. Am 4. X. An der Impfstelle eine nicht
rotgefarbte Erhebung der Haut. Am 5. X. Rétliche Streifen in der Haut an
der linken Seite der Ansatzstelle der Rickenflosse. Am 6. X. Die rétlichen
Streifen starker ausgepragt. Am S. X. Etwas schlapp. Am 10. X. Die
Hautrétungen am Beginn der Rickenflosse noch starker als vorher. Am
11. X. Auffallend schlapp. Am 13. X. Kann mit der Hand festgehalten
werden. Am 14. X. Erhebung an der Impfstelle wieder verschwunden, eine
dhnliche, etwa erbsengrosse, schwachrétliche Erhebung unter der linken Brust-
flosse, wenn zuriickgelegt. Am 15. X. Die neue Erhebung grosser, starker
rotlich. Am 16. X. Die von nun an als Beule zu bezeichnende Erhebung
jetzt bohnengross, rétlich, mit zum Teil aufgelockerter und zerfetzter Epi-
dermis; Ubrige Hautrétungen verschwunden. Am 17. X. Beule jetzt von
der Grosse der ausgebreiteten Brustflosse, wie mit Blut erfiillt; Aal noch
sehr schlapp. Am 18. X. Beule noch rétlicher, fast ohne Epidermis. Am
19.X. Beule aufgebrochen, Wunde mit zerfetztem, rotem Rande, Boden
grinlich; Aal etwas lebhafter. Am 20. X. Boden der Wunde etwas vorge-
wolbt. Am 21. X. Rand der Wunde dunkler rot, Boden weisslich. Am 22. X.
Weisslicher Boden der Beule (nekrotisiertes Unterhautgewebe?) weggefallen,
eine tiefrote Vertiefung in der Muskulatur zeigend. Am 27. X. Beginnende
Heilung der Wunde ?----------- Am 12. XI. Wunde sehr seicht, graulich,
anscheinend bald geheilt.------- — Am 9. XIl. Wunde geheilt, Haut der
Narbe schwarz punktiert, anscheinend ohne Schleimabsonderung.

Aal C. Ivontrolltier, in denselben Behélter wie A und B eingesetzt; am
12. X1. noch véllig gesund, zwischen 12. XI. und 9. XIl. wahrend meiner
Abwesenheit aus dem Behalter geschlipft und durch die Ablaufréhre ent-
wichen.

Aal D. 42 cm. Am 18. X. 1930 mit 0,3 ccm einer 2-tdgigen Bouillonkultur
des Stammes Aal Y intraperitoneal kurz vor dem Anus geimpft. In eine
zweite Glaswanne mit schwach durch fliesser.dem Leitungswasser im Labora-
torium eingesetzt.

Am 19. und 20. X. Keine Reaktion an der Impfstelle. Am 21. X. Sehr
kréftige Reaktion an der Impfstelle in Form eines grisseren, etwas erhabenen
blutroten Fleckes. Am 22. X. Symptome wie vorher, aber noch starker aus-
gepragt. Am 24. X. Die beulendhnliche Erhebung etwas kleiner als vorher.
Am 1. XI. Etwa wie vorher,----------- Am 12. XI. An der Impfstelle ein
kleiner blutroter Fleck, keine Hautréte in der nachsten Umgebung, keine
Erhebung (durch ein kleines Loch entleerte Beule?). —------- Am 9.XII.
Adi gesund. ' . he:  — v i .
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Aal E. Am 18.X.,1930 mit 0,3 ccm derselben Bouillonkultur wie Aal D
zwischen den Brustflossen (intracardial?) geimpft. In denselben Behalter
wie Aal D eingesetzt.

Am 19. und 20. X. Keine Reaktion an der Impfstelle. Am 21.X. Alle
Flossen stark blutgesprengt, rotlicher Fleck an der Impfstelle, &ahnliche
Flecke auch weiter hinten am Bauche. Am 22. X. Flossen wie vorher, erbsen-
grosser, nicht erhabener Fleck an der Impfstelle, von dort und hinter der
rechten Brustflosse dorsalwérts ein subcutaner Entziindungsherd, hinter der
Brustflosse den Charakter einer weniger scharf begrenzten Beule annehmend.
Zwei Kleinere rotpunktierte Flecke an der Ventralseite, der eine in der
Lebergegend, der zweite kurz vor dein After. Am 23. X. Aal eingegangen
Flossen und Flecke am Bauch wie vorher, aber die Haut um den After
herum rot punktiert. Die ganze Gegend zwischen den Brustflossen, sowie
um die Ansatzstelle der rechten Brustflosse herum als eine einzige, stark
entzlindete Masse; die unterliegende Muskulatur tiefrot, stark bluterfillt,
Pericardium ebenso, Leber etwas rotfleckig, sonst keine Verdanderungen der
inneren Organe.

Aal F. 45 cm. Am 18. X. 1930 mit 0,3 ccm einer zweitdgigen Pepton-
wasserkultur des Stammes Aal V intraperitoneal kurz vor dem After geimpft.
In denselben Behalter wie D und E eingesetzt.

Erst am 22. X. unbedeutende R&étung an der Impfstelle, die noch am 1. XI.
bestand.----------- Am 12. XI. Nichts Bemerkenswertes.------------ Am 9. XII.
Aal gesund.

Aal G. 49 cm. Am 18. X. 1930 mit 0,3 ccm derselben Peptonwasserkultur
wie Aal F intracardial geimpft. In denselben Behdlter wie D, E und F
eingesetzt.

Erst am 22. X. unbedeutende Ro6tung an der Impfstelle. Vom 28. X. an
oft auffallend lebhaft, dazwischen schlapp, oft in Seiten- oder Riickenlage.
Keine dusseren Krankheitsmerkmale. Bis 12. XI. dann und wann ftaumelnd”
oder in anderer Weise desorientiert.----------- Am 9. XII. Aal anscheinend
gesund.

Aal H. 45 cm. Kontrollier, in denselben Behalter wie D, E, F und G
eingesetzt. Blieb vollig gesund.

Obwohl die mit Peptonwasserkulturen geimpften Aale F und G keine
besonderen Krankheitssymptome aufwiesen, sind wohl die Symptome der
Versuchstiere A, B, D und E gentigend beweiskraftig, um die gefundenen
Vibrionen, insofern es auf den benutzten Stamm Aal V ankommt, als patho-
gen fur Aale zu bezeichnen; von besonderer Bedeutung scheinen mir in
diesem Zusammenhdnge diejenigen Félle zu sein, wo eine deutliche Beulen-
bildung auftrat, weil sie genau mit jenen Symptomen Ubereinstimmen, die
als charakteristisch fur das Originalmaterial von Vibrio anguillarUw.waren.
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Spéater wurden auch Impfversuehe mit dem Stamm Aal IV vorgenommen
(vgl. weiter unten p. 36) ; wegen des schlechten Zustandes und damit zu-
sammenhangender Empfindlichkeit der Versuchstiere sind aber diese Ver-
suche fir die vorliegende Frage kaum als beweiskréftig anzusehen; ich gehe
deshalb auf dieselben in diesem Zusammenhénge nicht naher ein, will nur
bemerken, dass nichts gefunden wurde, was gegen die Pathogenitat des Stam-
mes Aal IV spricht.

5. Agglutinationsversuche.

Agglutination als diagnostische Methode fiir die oben als Vibrio angu-
illarum. zusammengefassten Vibrionen ist nur wvon Bergman (1911)
benutzt worden. Er machte von zwei der aus Dorschaugen reingeziichteten
funf Vibriostammen agglutinierende Kaninchensera. Von dem einen Serum
wurde nur der homologe Stamm, als 3 b bezeichnet, in starkeren Verdin-
nungen agglutiniert, von dem zweiten Serum aber sowohl der homologe Stamm
(2 b) als auch einer der tbrigen (3 a), wahrend die Stimme 2 a und 3 ¢,
sowie ein Stamm des Originalmateriales von V. anguillarum auch in einer
Verdinnung von nur 1:100 kaum oder gar nicht beeinflusst wurden.
Dagegen konnte der oben erwéhnte, aus dem Zahnfleisch eines Hechtes
reingeziichtete Vibriostamm in ebenso starken Verdinnungen wie die homo-
logen Stdmme (1:10.000 bzw. 1:8.000) agglutiniert werden.

Um die eventuelle Identitat der verschiedenen mir vorliegenden Vibrio-
stdimme auch serologisch zu prifen, wurde ein agglutinierendes Kanin-
chenserum durch in Ublicher Weise vorgenommene intravendse Injektion mit
dem Stamme Aal V als Antigen hergestellt, das den homologen Stamm bis
zur Verdiinnung 1:20.480 agglutinierte. Als die Stamme Aal | und Aal IV
geprift wurden, stellte es sich heraus, dass Aal I, der ja wie der homologe
Stamm aus dem Blute des untersuchten Aals stammte, ebenfalls bis zur
Verdinnung 1:20.480 agglutiniert wurde, wéahrend Aal 1V ganz unbeeinflusst
blieb (schwéchste Verdiinnung 1:40). Auch die bald darauf erhaltenen
Stdmme Sch | und Sch XVII konnten mit diesem Serum nicht agglutiniert
werden. Ein mit dem Stamm Aal IV hergestelltes Serum agglutinierte den
homologen Stamm bis zu 1:10.240, konnte aber die Ubrigen Stdmme nicht
agglutinieren. Auch die Stdimme Sch | und Sch XVII erwiesen sich in
agglutinatoriseher Hinsicht als streng spezifisch; beide der mit ihnen herge-
stellten Kaninchensera agglutinierten nur den homologen Stamm, und zwar
in beiden Fallen in einer Verdinnung von 1:2.560. Als ich die aus einem
Steinbutt isolierten Stamme P | und P 11 priifte, erwiesen sie sich agglutina-
torisch als véllig Gbereinstimmend ; ein mit P | hergestelltes Kaninchenserum
agglutinierte sowohl den homologen Stamm als auch P 11 bis zur Verdiinnung
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1:10.240. Aber auch der Stamm Aal 1Y wurde mit diesem Serum bis zu
1:5.120 agglutiniert, ebenso wie das mit Aal IV hergestellte Serum den Stamm
P I bis zur 1:5.120 deutlich agglutinierte (P 1l wurde mit diesem Serum
nicht geprift). Es stellte sich also heraus, dass von den hier erwahnten
sieben Stdmmen Aal | und Aal V einerseits und Aal IV, P | und P Il
andererseits in agglutinatorischer Hinsicht mit einander vollig Ubereinstimm-
ten, wahrend die Stamme Sch | und Sch XVII je einen Agglutinationstypus
reprasentierten.

Da es sowohl theoretisch als auch praktisch von grossem Interesse war,
zu erfahren, ob diese vier Agglutinationstypen eine allgemeinere Verbreitung
hatten, oder ob die Zahl der Agglutinationstypen von V. anguillarum derart
gross war, dass die Verwendung der Agglutinationsmethode als Diagnosticum
dadurch verringert wurde, erbat ich mir von den Herren Dr. Schéper-
claus und Dr. Heiberg weiteres Material und erhielt von ihnen in
liebenswiirdigster Weise die oben besprochenen, als Sch 6, 10, 16 und 24
bzw. H I und H 11 bezeichneten Stdimme. Keiner von diesen konnte aber
mit den von mir hergestellten Sera agglutiniert werden (ich sehe davon ab,
dass in der Verdinnung 1:40 vom Serum Sch | eine schwache Flockung
des Stammes H | zu bemerken war), mit einem mit dem Stamm H | bereiteten
Serum gelang es jedoch, samtliche dieser neuen Stamme zu agglutiniereni
wahrend die Stamme Aal 1V, Aal V und Sch XVII ganz unbeeinflusst
blieben und Sch | nur in der Verdinnung 1:40 agglutiniert wurde. Eine
Ubersicht (iber die mit den Kaninchen-Antisera gewonnenen Ergebnisse ist
in der Tabelle 1 gegeben.

Tabelle 1.
Kaninchenantisetum
Stamm
Aal VvV Aal IV pi Sch 1 Sch XVII (|
Aal Vv 1:20.480 — _ | — _
Aal 1 1:20.480
Aal IV 1:10.240 1:5.120
P 1 — 1:5.120 1:10 240 _ —
P 11 1. 10.240
Sch 1 — _ _ 1: 2.560 _ 1:40
sch XVl _ \ rlg.-§ — — 1:2.560
H 1 1:40 | . 2.560
H 11 — — — _ 1. 2560
Sch 6 - — — _ 1:2.560
Sch 10 — — _ — 1. 2560
Sch 16 — — _ _ _ 1: 2.560
Sch 24 _ — _ _ 1. 2.560
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6. Zusammenfassung; Systematisches.

Wenn wir davon absehen, dass der Stamm Aal IY die Fahigkeit besitzt,
in Schragagarkulturen das Substrat braun zu farben und auf Kartoffeln,
unter allméhlicher Schwarzung des Substrats, statt der blichen honiggelben
Farbe eine mehr graugriine anzunehmen, so stimmen die von mir reinge-
ziichteten Stamme Aal I, Aal 1Y und V sowie P | und P Il in allen oben
néher behandelten Hinsichten mit den von friiheren Verfassern als Vibrio
anguillarum Bergman bezeichneten Vibrionen derart gut Uberein, dass
sie wohl ohne weiteres auch als dieser Art angehorig betrachtet werden
miissen.

Nach unseren gegenwartigen Erfahrungen kann fir V. anguillarum fol-
gende, die wichtigsten Merkmale enthaltende Diagnose gegeben werden:
kommaférmige, monotriche, lebhaft bewegliche, gramnegative Spaltpilze ohne
Sporen- und Kapselbildung; Gelatine wird verflissigt, Gelatinestich cholera-
ahnlich; keine Gas-, aber Saurebildung in Trauben- und Malzzucker, keine
H2S-Bildung, keine Reduktionsfahigkeit; hamolytisch (nur fur wenige
Stamme festgestellt), halophil (untere NaCl-Grenze etwa bei 0,07 %), fisch-
pathogen.

So charakterisiert muss der Begriff V. anguillarum auch die von Brunn),
und Heiberg neu aufgestellte Art V. anguillicida umfassen, wie schon
Schaperclaus (1934) bemerkt und die beiden dénischen Forscher brief-
lich auch selbst zugestanden haben. Ebenso sind die von Bergman
(1911) beschriebenen Vibrionen aus augenkranken Dorschen meines Erachtens
wohl am besten zu V. anguillarum zu rechnen, auch wenn sie von Berg-
man selbst nur als den V. anguillarum nahestehende Vibrionen bezeichnet
werden, offenbar bloss aus dem Grunde, weil die von ihnen hervorgerufene
Krankheit der roten Beulenkrankheit des Aals so unédhnlich war.

Innerhalb der so umschriebenen Art begegnen uns aber einige Merkmale,
die, wie wir oben fanden, nicht ganz einheitlich sind, was schon Schéaper-
claus (1934 p. 207) bemerkt hat: ”Zusammenfassend ergibt sich, dass
der Abbau von Rohrzucker und Mannit, die Bildung von Indol und das
Wachstum bei Temperaturen von 37—40° offensichtlich Schwankungen
unterworfen sind. Es ist m. E. nicht ausgeschlossen, dass die Schwankungen
z. T. in unkontrollierbaren Anderungen der Versuchsbedingungen ihre
Ursache haben, denn es ist natrlich unmdglich, die Beschaffenheit der
Nahrmittel und die Umweltverhéltnisse Jahre hindurch voéllig konstant zu
halten. Aber auch ohnehin sind Schwankungen mdglich.” Auch Bergmans
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(1911) Angabe, die Dorschvibrionen kénnten auch in Milchzucker Saure bil-
den, ist an dieser Stelle zu nennen.

FUr Verschiedenheiten hinsichtlich der oberen Temperaturgrenze kdnnen
wohl die Versuchsbedingungen ausschlaggebend sein, vielleicht ist auch hier
mit einer allmahlichen Angewohnung zu rechnen. Wenn es aber auf die
Eigenschaften Zuckerabbau und Indolbildung ankommt, scheinen mir die
angegebenen Schwankungen gar nicht so unregelmassig zu sein, wie es beim
ersten Blick den Anschein hat. In nebenstehender Tabelle (Tab. 2) habe
ich alle mir zugédnglichen Angaben Uber Zuckervergarung und Indolbildung
der in Rede stehenden Vibrionen zusammengestellt. Wenn wir zuerst von
den Dorschvibrionen absehen, welche sich durch die angebliche Saurebildung
in Milchzucker von allen Ubrigen Stdmmen unterscheiden, so ergibt sich,
dass mit einer einzigen Ausnahme (1 Stamm aus Libeck 1932) die Stamme,
welche aus Saccharose und Mannit keine Séure bilden, auch dieselben sind,
welche Indol nicht bilden. Ich mdochte hier besonders hervorheben, dass
meine Ergebnisse hinsichtlich Garung und Indolbildung gleichzeitig, also
mit ganz denselben Substraten, flr sdmtliche von mir untersuchten Stamme
zutrafen, so dass von Schwankungen der Versuchsbedingungen hier kaum

Tabelle 2.
D
2 g8 8= 2
NMate rial £ e 2 =2 = 8 U ntersucher
s 82 8 = =
o - S
Dorschvibrionen 1910.........ccccccovvvieeennne S S S S + Bergman (1911)
Vibrio anguillarum, Originalstamm s 0 s S + Bergman (1911)
» » Aal 1925 .. + Schéperclaus (1927)
» » Hecht 1927 ... S o S + Schéperelaus (1928);::;
» » » » o, davon
Sch 1 S 0 S S s 4 Eigene Unters.
» » Saale 1930 S o s S s Schéaperclaus (1934)
» » » » , davon
Sch XVII S 0 s S s 4+ Eigene Unters.
» » Aal 1930 (Aal IV
V) s S 0 s S S 4 Eigene Unters.
» » Lubeck 1932 1
Stamm S 0 s S S — Schaperclaus (1934)
»  »anguillicida> Danemark 1931 S 0 S 0 O __ Bruun & Heiberg (1932)
davon HI HIT 'S 0 S 0O O _ Eigene Unters.
WVV/' anguillarum, Lubeck 1932, 5
Stamme 0 S 0 0 — schaperclaus (1934)
» » Stralsund 1931, 5
Stamme O S 0O 0 — Schéaperclaus (1934)
» » Stralsund 1931,
davon Sch 6, 10, 16, 24....ccvrern. 0O S O O _ Eigene Unters.
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die Rede sein kann. Es ist ferner zu bemerken, dass alle sechs Stamme
dieser Gruppe, die ich untersuchen konnte, in agglutinatorischer Hinsicht
vollig identisch waren. Legen wir ferner hinzu, dass sie alle den Aalseuchen
der deutschen und dénischen Kistengewasser in den Jahren 1931 und 1932,
also einer sowohl zeitlich als auch rdumlich einheitlichen Epidemie entstam-
men, so liegen wohl geniligend viele Merkmale vor, um sie als einen beson-
deren Formenkreis zu betrachten. Ein “’anguillicida-Typus ist also meines
Erachtens sehr wohl unterscheidbar, jedoch mit ganz anderen Merkmalen als
den von Bruun und Heiberg verwendeten zu begrinden. Wie aus dem
schon Gesagten hervorgeht, halte ich es aber nicht flr angemessen, diesen
Typus als besondere Art aufzustellen, vor allem aus dem Grunde, weil die
hierhergehdrenden Vibrionen als Krankheitserreger mit dem “’echten”
V. anguittarum anscheinend véllig Ubereinstimmen. Dagegen scheint es mir
zweckmassig, zwei Formen von V. anguittarum zu unterscheiden, die folgen-
dermafen. zu charakterisieren sind:

A. Sdéurebildung in Saccharose und Mamiit, Indolbildung.
B. Keine Saurebildung in Saccharose und Mamiit, keine Indolbildung.

Wenn man sich nicht damit begniigen will, ganz einfach von anguittarum
A bzw. anguittarum B zu sprechen, so ist wohl der erste Typus als V. anguilla-
rum f. typica zu bezeichnen. Die Originalstimme von Bergmans V. anguitta-
rum sind zwar nicht mehr vorhanden, und alle meine Bemihungen, beulen-
kranke Aale vom urspringlichen Findort zu erhalten, waren, wie schon
gesagt, erfolglos; aus Bergmans Beschreibungen von V. anguittarum aus
beulenkranken Aalen geht indessen unzweideutig hervor, dass die denselben
zugrundeliegenden Vibrionen dem oben erwédhnten A-Typus angehorten. FUr
den B-Typus wére dann der Namen V. anguittarum f. anguillicida zu wahlen.
Ob wir ausserdem einen eine besondere Augenkrankheit hervorrufenden,
Lactose-vergédrenden C-Typus bzw. f. ophfhalmica unterscheiden kénnen, muss
weiteren Untersuchungen Vorbehalten werden; auch in diesem Falle ist ndm-
lich das Originalmaterial nicht mehr vorhanden und es scheint mir eine Bestéa-
tigung der Bergmanschen Angaben notwendig, bevor sie fur die Aufstellung
eines besonderen Géarungstypus benutzt werden kdnnen. Fir den sich angeb-
lich intermediér verhaltenden Libeck-Stamm kann dagegen meines Erachtens
keine besondere Form aufgestellt werden; moglicherweise kann es sich um
einen Stamm des A-Typus mit aussergewohnlich schwachem Indolbildungs-
vermoégen handeln.



28

Il. Beziehungen von Vibrio anguillarum zum Wirt.
1. Krankheitserscheinungen.

Zu den eingehenden Berichten der von Vibrio anguillarum verursachten
Krankheitserscheinungen, die von Bergman (1909) und vor allem von
Schaplrclaus (1927, 1928, 1934), sowie auch von Bruun und Heiberg (1932)
verdffentlicht wurden, habe ich eigentlich sehr wenig Neues hinzuzufiigen,
nur in einigen Punkten habe ich Beobachtungen gemacht, die zur Kenntnis
der Rotseuche des Aals beitragen kdnnen.

Die Symptome des Aals, der mir das erste Untersuchungsmaterial lieferte,
sind schon oben angegeben. Die Hautrétungen der Korperseiten und um den
After herum sind ja Merkmale, die bei Infektionen mit V. anguillarum
haufig zu beobachten sind, und die zusammen mit dem Auffinden von Vibrio-
nen im Blute wohl ohne weiteres die Diagnose Salzwasseraalrotseuche recht-
fertigen. Dass aber die starke Erweiterung des Magens als eine Erscheinung
betrachtet werden muss, die mit der Rotseuche nichts zu tun hat, auch wenn
sie ebenfalls von einer Infektion hervorgerufen wurde, ist wohl anzunehmen,
da dieses Symptom, soviel ich sehen kann, im Zusammenhange mit dieser
Krankheit sonst nie beobachtet wurde. Welche von den aus dem Mageninhalt
reingezlichteten Spaltpilzen diese Auftreibung des Magens hervorriefen, ist
natdrlich nicht leicht zu sagen, zum Teil schon deswegen, weil die Probe
ohne vorherige Sterilisierung der &usseren Magenwand entnommen wurde;
es ist natirlich sehr wohl mdéglich, dass die hier gefundenen Vibrionen dem
matten Belag der peritonealen Wandung des Magens entstammten. Unter
allen Umsténden ist also kein gentigender Grund zur Annahme vorhanden,
dass die Vibrioinfektion vom Magen aus stattgefunden hatte, und zwar
besonders deshalb, weil die ’Magenvibrionen” (Stamm Aal 1V) mit den
aus dem Blute gezlchteten (Stamme Aal | und Aal V) nicht identisch
waren.

Die Art und Weise der naturlichen Infektion bei der Salzwasseraalrotseuche
ist noch eine offene Frage. Sowohl Bergman (1909), als auch Schaper-
claus (1927) haben durch Fitterungsversuche gezeigt, dass eine In-
fektion per os sehr wenig wahrscheinlich ist. Bergman ist der Ansicht,
dass wir es mit einer Wundinfektionskrankheit zu tun haben, und zwar
auf Grund der von ihm stets gefundenen, scharf umschriebenen Beulen,
’obgleich man keinen Defekt der Haut Uber dem Herd in den Anféngen
der Krankheit hat beobachten kdnnen’, und Schaperclaus hielt eine
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Infektion durch Haut und Kiemen fir wahrscheinlich. Die Ergebnisse der
schon oben angefiihrten Impfversuche stiitzen indessen nur zum Teil die
Auffassung Bergmans; es wurde ja beim Versuchstier A, zum Teil auch
bei D, eine Beule an der Impfstelle gebildet, beim Versuchstier B aber, bei
welchem die Beulenbildung am charakteristischsten verlief, trat die Beule
nicht an der Impfstelle zwischen den Brustflossen, sondern hinter der An-
satzstelle der linken Brustflosse auf, nachdem die Priméarreaktion an der
Impfstelle schon wieder verschwunden war. Die Erklarung der Beulen-
bildung als direkt durch eine Wundinfektion entstanden, ist somit nicht
in allen Fallen stichhaltig. Auch die von Schéaperclans (1927) ausge-
sprochene Ansicht, die Beulen entstinden nur bei einem Salzgehalt von
mindesten 2 %, wahrend bei Impfaalen, die in Wasser von geringerem
Salzgehalt oder in Susswasser gehalten wurden, eine Beulenbildung nicht
eintrite, stimmen nicht mit meinen Versuchen Uberein, die ja samtlich mit
fliessendem Sisswasser vorgenommen wurden. Die Ansicht scheint ausserdem
spater von ScMperclaus selbst aufgegeben worden zu sein; in seiner
letzten Arbeit (1934) sagt er namlich nach der Erwéhnung der verschiedenen
Symptome, unter welchen die Salzwasseraalrotseuche auftreten kann (1. c.
p. 202) . Am hé&ufigsten waren auch bei der Salzwasseraalseuche die Félle,
in denen dussere Krankheitsmerkmale véllig fehlten, und zwar anscheinend
um so mehr, je verderblicher der Verlauf der Seuche wurde. Offensichtlich
sterben die Aale, dhnlich wie ich es bei andern Fischseuchen (z. B. bei infek-
tioser Bauchwassersucht, 16, S. 324) beschrieb, bevor sich die Entfarbungen
bilden. Die Infektion ist dann eine allgemeine, im. Gegensatz zu den mehr
ortlichen Erkrankungen bei Geschwiirbildung und Rotfarbung. Im Vergleich
zur Sisswasseraalseuche traten aber die Kotfarbungen und die Geschwiir-
bildungen doch verhéltnisméssig haufiger auf.”

Im Anschluss hieran, sowie auf meine eigenen Untersuchungen gestiitzt,
bin ich zu der Uberzeugung gekommen, dass die verschiedenen &usseren
Krankheitsmerkmale den verschiedenen Ausfall des Zweikampfes zwischen
den Krankheitserregern und den natiirlichen Abwehrmitteln des Korpers ab-
spiegeln, und zwar so, dass das Fehlen der ausseren Merkmale auf eine all-
gemeine Septikdmie deutet, gegeniliber welcher die Abwehrmittel des Korpers
machtlos sind, wahrend das andere Extrem, die Beulenbildung, dadurch zu
erkléren ist, dass die Erreger durch die genannten Abwehrmittel auf ein
scharf begrenztes Gebiet isoliert werden. Die verschieden stark ausgepragten
Hautrétungen an Korper und Flossen kdnnen sozusagen als Zwischenstufen
zwischen diesen extremen Typen aufgefasst werden. Bei starker Virulenz
des Erregers, vor allem wenn die kdrperlichen Abwehrmittel gleichzeitig her-
abgesetzt sind, wird also der erster« Typus vorherrschen,- -im entgegen-gesetz-
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ten Falle dagegen der zweite, was ja ancli mit den Erfahrungen bei Aal-
seuchen im Einklang steht; so berichtet z. B. Schéperclaus, dass bei den
Massensterben in den Jahren 1931—32 der erstere Typus vorherrschte (vgl.
eben angefiihrtes Zitat), wahrend bei der zuerst von Bergman beschriebenen
Aalseuche bei Limhamn, wo fast alljahrlich kranke Aale zu finden sind, ohne
dass grosseres Massensterben beobachtet wurde, das Vorkommen von Beulen
fast die Regel ist. Es herrscht also offenbar der anscheinend widersprechende
Umstand, dass diejenigen der angegriffenen Aale, an denen man Kkeine
Symptome wahrnimmt, die am schwersten erkrankten darstellen, welche einem
ebenso sicheren wie baldigen Tode anheimfallen, wahrend die mit den oft
abscheulichen Beulen versehenen in der Tat die widerstandsfahigsten sind,
die auch nicht selten vollig genesen.

In diesem Zusammenhédnge mochte ich auch erwahnen, dass ich bei den in
meinen Versuchen Uberlebenden Aalen A und B sowie bei zwei anderen, mit
Stamm Aal IV bzw. Sch XVII geimpften Aalen, nachdem sie die Infektionen
Uberstunden und sich véllig erholt hatten, keine Vibrionen aus der Galle ge-
winnen konnte, und Kulturen mit Material aus dem Darme der Impfaale D,
F und G blieben auch steril. Nach David (1927) soll bei jenen Fischen, die
eine Infektion mit seinem Yibrio piscium Uberstunden haben, der Erreger
noch lange in der Gallenblase reichlich vorhanden sein, so dass diese Fische
als ’Bazillentrager” bezeichnet werden koénnen. Etwas &hnliches scheint
also bei V. anguillarum nicht vorzukommen, was nattrlich mit Ricksicht auf
die Beurteilung der Ansteckungsmdglichkeiten durch genesene Aale von Be-
deutung ist.

2. Zur Kenntnis der natirlichen Abwehrmittel der Fische gegen
Bakterien.

Die natirlichen Abwehrmittel der héheren Organismen gegen Bakterien-
infektionen bestehen bekanntlich teils in Phagozytose, d. h. im Unschadlich-
machen der Eindringlinge durch die Wirksamkeit der weissen Blutkorper-
chen, teils in Bildung von Antikorpern verschiedener Art.

Phagozytose. Dass auch bei Fischen die weissen Blutkdrperchen in den
Korper hineingelangte Bakterien angreifen und auffressen, ist schon be-
kannt (vgl. z. B. Aaser 1925), auch bereits bei Infektionen mit V. anguilla-
rum; so fand Bergman (1909, p. 48) bei einem Impfaal, dass die weissen
Blutkérperchen mit Vibrionen beladen waren, und Schaperclaus (1928 p.
3J54}. erwahntMiese .Erscheinung fur kranke Hechte aus Rigen. Im Blut-
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ausstrich von dem schon oben erwahnten Versuchsaal E waren gleichfalls in
Leukozyten eingeschlossene Vibrionen nicht selten zu sehen.

Antikérperbildung. Die Frage Gber Immunitat und Antikorperbildung bei
Fischen scheint sehr wenig erforscht zu sein. Es ist zwar wiederholt ange-
nommen worden, teils dass den Fischen eine angeborene, natirliche Immu-
nitdt gegen die meisten Wasserbakterien zukommt (vgl. z. B. PleTin, 1924
p. 451), teils dass sie gegen Krankheitserreger eine gewisse Immunitat er-
werben konnen, wie z. B. die Salmoniden Mitteleuropas gegen die Furunku-
lose, die nunmehr nicht so verheerend erscheint wie vor etwa 20 Jahren, oder
die Aale gegen die Rotseuche (vgl. Schaperclaus 1927 p. 118, 1930 p. 299
—300 und p. 349, 1934 p. 213). Direkte Beobachtungen Uber Falle von er-
worbener Immunitat oder Bildung von Antikérpern irgendeiner Art scheinen
dagegen recht sparlich zu sein. Aus der Literatur ist mir nur folgendes be-
kannt :

1) Im Anschluss an eine angeblich durch *’Proteus piscicidus versicolor”
hervorgerufene Fischepidemie, deren Beschreibung aber eher auf ein Mas-
sensterben durch Sauerstoffmangel hindeutet (vgl. Hofer 1904 p. 26), fan-
den Babes und Riegler (1903) folgendes: ”Interessant sind in dieser Be-
ziehung noch unsere Versuche, mittels Blutes der kranken Fische unseren
Bacillus zu agglutinieren. In der Tat ist selbst bei akutem Verlaufe, also
schon nach 24 Stunden dauernder Krankheit, das Blut imstande, im Ver-
haltnis von 1:50 und oft auch mehr die Bacillen zu agglutinieren. Dieses
Vermdogen ist aber noch gesteigert, wenn die Fische langer leben.

Wenn man nun solches Blut oder Serum etwa im Verhdltnis von 1:20—
1:50 mit lebhaft beweglichen Proteus vulgaris-Kulturen zusammenbringt, er-
folgt keinerlei Agglutination.

Auch Proteus vulgaris aus dem Darme kranker Fische zeigt keine oder
ganz geringe Agglutination gegeniber dem Blute kranker Fische.”

Babes und Riegler gebiihrt somit das Verdienst, zuerst auf den Gedanken
gekommen zu sein, dass auch Fische Agglutinine bilden kdnnten.

2) Wahrend seiner eingehenden Untersuchungen Uber die Hechtpest in
Norwegen 1923, wo als Erreger ein Vibrio festgestellt wurde, hatte auch
Aaser (1925) seine Aufmerksamkeit auf diese Frage gerichtet; er fand, dass
das Blutserum kranker Hechte Vibrionen aus anderen kranken Hechten in
Verdiinnungen bis 1:100 agglutinieren konnte; mit Sera aus normalen Hech-
ten wurde indessen keine Agglutination beobachtet. Aaser zog hieraus die
Schlussfolgerung, dass die in den kranken Hechten gefundenen Agglutinine
durch die Tatigkeit der Vibrionen gebildet worden waren.

Diese Angaben, die sich hauptséchlich auf in der Natur erkrankte Fische
beziehen (in Aasers Material sind auch'drei kinstlich infizierte Fische mit
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inbegriffen), sagen ja eigentlich Uber die vorliegende Frage recht wenig;
im ersteren Falle ist ja die Atiologie der Krankheit ziemlich unsicher und
beziiglich der Angaben von Aaser hebt der Autor selbst hervor, dass die
Serumgewinnung aus den kranken Hechten mit derart grossen Schwierig-
keiten verbunden war, dass kein reines Serum erhalten werden konnte. ’Der
Agglutinationsprifung mit Serum aus kranken oder spontan gestorbenen
Hechten kann deshalb nur qualitative Bedeutung zugemessen werden,
wahrend man von einer quantitativen Beurteilung absehen muss” {Aaser,
L c. p. 59; von mir Ubersetzt).

Uber aktive Immunisierungsversuche bei Fischen ist mir dagegen aus der
Literatur nichts bekannt, falls nicht hierzu folgende Bemerkung bei Schaper-
claus (1934, p. 210) gerechnet werden kann: ”Agglutinationsversuche mit
Karpfenimmunserum, das vorschriftsmassig durch Injektion von Stralsunder
Vibrionen hergestellt worden war, schlugen fehl. Aber auch Agglutinations-
versuche des gleichen Serums mit jahrealten Stammen von Vibrio anguilla-
rum aus pestkranken Hechten von Riigen verliefen negativ. Der Titer des
Immunserums war allerdings sehr niedrig, er betrug nur 5—10."

Als mir nach Ablauf der oben (p. 20 ff.) geschilderten Impfversuche einige
Aale zur Verfugung standen, die sich nach schweren Infektionen mit Vibrio
anguillarum wieder erholt hatten, bot sich eine willkommene Gelegenheit zu
prifen, ob sie nach Uberstandener Krankheit Antikdrper gegen den einge-
impften Vibriostamm gebildet hétten oder mit anderen Worten, ob Fische
eine aktive Immunitat erwerben kénnen. Es wadre naturlich sehr interessant
gewesen zu erfahren, ob sie gegen eine Neuinfektion mit demselben Stamm
Immunitat erworben haben; Versuche in dieser Richtung auszufihren, stiess
indessen auf die Schwierigkeit, die fur normale Aale tddliche Dosis dieser
Vibrionen sicher festzustellen. Ich habe mich deshalb bis auf weiteres damit
begniigt, die eventuelle Bildung von Agglutininen festzustellen; die Unter-
suchungen von Babes und Riegler sowie von Aaser waren mir damals un-
bekannt.

Bevor ich aber auf meine Untersuchungen {ber Agglutininbildung bei
Fischen eingehe, mochte ich eine Agglutinationsmethode kurz erwéhnen, die
mir wahrend meiner Arbeit grosse Dienste geleistet hat und die ich den
Fachgenossen zum Gebrauch empfehlen mochte. Es ist das von Wassén
(1930) eingefihrte Agglutinationsverfahren in halbfestem Agar. Die Me-
thode grindet sich erstens auf den Umstand, dass bewegliche Bakterien in
fhalbfestem Agar durch ihre Schwimmbewegungen von einer Impfstelle aus
konzentrisch das Medium unter Triibung desselben durchsetzen Und zweitens
darauf, dass, wenn man einen mit Serum durchtrdnkten Fliesspapierstreifen
in den/Agar einsetzt-, das.Serum vom Papierstreifen in den Agar hinaus-



diffundiert. Wenn man nun gleichzeitig mit dem Binimpfen einer Bein-
kultur von Bakterien in einiger Entfernung von der Impfstelle ein diese
Bakterien agglutinierendes Serum einbringt, so werden die Geissein der aus-
sehwéarmenden Bakterien in einigem Abstand vom Papierstreifen geldhmt
und die Bakterien in ihrem weiteren Vordringen gehindert; es entsteht in
dieser Weise in dem sonst gleiehméssig getriibten Medium eine meistens
scharf begrenzte klare Zone um den Papierstreifen herum. Wird ein nicht
agglutinierendes Serum gewahlt, so entsteht keine derartige klare Zone, das
Medium wird Uberall gleiehméssig durchwachsen und getriibt. (Vgl. Wassén
Fig. 2) : !

Die Zusammensetzung des Mediums ist nach Wassén: Pepton 30, Fleisch-
extrakt 10, NaCl 3, Agar-agar 3,5 bis 4, Wasser 1,000. Wird wie gewohn-
licher Agar hergestellt (pH 7,2). Als Kulturgefasse werden zweckmassig
gewohnliche Spitzglaser benutzt, die, mit einer Papierhilse bzw. einem
Deckel aus rostfreiem Blech bedeckt, im Trockensterilisator entkeimt werden.
Die Papierstreifen werden aus dickem Fliesspapier, etwa in der Grosse
20 x 5 mm geschnitten, und vor dem Gebrauch in einem Doppelschalchen
oder clergl. sterilisiert. Der Agar wird heiss in die Glaser gegossen und muss
vor dem Gebrauch gut abgekuhlt sein, so dass er eine halbstarre Konsistenz
annimmt. Es wird dann das Bakterienmaterial mit einer Ose eingestochen,
der Papierstreifen mit einer abgebrannten Pinzette an einem Ende gefasst,
in das Serum eingetaucht und dann in den Agar hineingesetzt. Werden nur
ein bis drei Sera auf einmal verwendet, so kénnen sowohl das Bakterienmate-
rial als auch die Papierstreifen peripher eingebracht werden, wobei aber
darauf zu achten ist, dass sie die Wand des Glases nicht beriihren; werden
aber mehrere, z. B. 4—5 Sera gleichzeitig geprift, so ist es zweckmassig, das
Bakterienmaterial zentral einzuimpfen, weil die Papierstreifen in gewissem
Abstand von einander stehen missen. Das Glas wird dann zweckmadssig mit
der Papierhilse bzw. dem Deckel wieder bedeckt, um Verunreinigung aus der
Luft zu vermeiden, und sich selbst Uberlassen. Nach 24 Stunden, bei schnell
beweglichen Bakterien oft schon friher, ist die Durchwucherung des Agars
meistens vollendet und das Besultat abzulesen.

Diese Methode der Agglutinationspriifung bietet in der Praxis wegen ihrer
Einfachheit gegenuiber der sonst Ublichen, recht umsténdlichen und zeitrau-
benden Boh'rchenagglutination grosse Vorteile, wenn es nur darauf ankommt,
eine Diagnose zu stellen; die Methode ist ndmlich nur qualitativ, und sagt
somit Uber den Agglutinationstiter nichts. Auch habe ich gefunden, dass die
zu verwendenden Sera einen Titer von wenigstens 1:320 haben missen, um
eine Agglutinationszone um den Papierstreifen herum sicher hervorzubrin-
gen; in gewissen Fallen habe ich allerdings mit Sera* die einen Agglutina-
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tionstiter von nur 1:160 hatten, auch positive Ergebnisse erhalten. Ein nega-
tiver Ausfall mit einem unbekannten Serum braucht also nicht zu bedeuten,
dass es Agglutinine vollig entbehrt. Aus diesem Grunde kann die Methode
z. B. fur das Peststellen einer beginnenden Agglutininbildung nicht verwen-
det werden. Andererseits konnen hochwertige Sera bei Prifungen von
unbekannten Bakterien ohne Nachteil mit 0,5 % Karbollésung im Verhéltnis
1:4 verdinnt werden.

Von diesen Einschrdnkungen abgesehen, hat die Methode eine vielseitige
Verwendung. Als Beispiel kann angefiihrt werden, dass als die Beule des
friher erwahnten Impfaals B aufbrach, Material von deren Inhalt mit einer
sterilen Ose entnommen und in ein Wassén-Glas gestochen wurde, das mit
einem in Kaninchenantiserum des Stammes Aal V eingetauchten Papier-
streifen versehen war; schon nach 14 Stunden trat die Agglutinationszone
auf und im Ausstrich aus dem Agar waren nur Vibrionen zu sehen. Von
dem nach 5 Tagen verendeten Impfaal E wurde je ein Glas mit Schwanzblut,
mit Blut aus dem Pericard und mit Material aus der entzindeten Muskula-
tur, alles steril entnommen, beimpft und mit einem mit Aal V-Serum durch-
trankten Papierstreifen versehen; am folgenden Tage waren alle drei Glaser
ausgewachsen und positiv; in den Ausstrichen nur Vibrionen. Es konnte
also in diesen beiden Féllen mit einem Mindestmass von Arbeit und Zeitauf-
wand festgestellt werden, dass die Krankheitssymptome von den eingeimpften
Vibrionen hervorgerufen worden waren.

Aber nicht nur als bequemes Agglutinationsmedium ist dieser Agar ver-
wendbar; bei Prifung der eventuellen Beweglichkeit von Bakterien, beim
Reinziichten von Kulturen beweglicher Bakterien, die durch Kokken, Schim-
melpilze oder andere unbewegliche Organismen verunreinigt wurden, sowie
in vielen anderen Fallen leistet die Verwendung des halbfesten Agars gute
Dienste.

Kehren wir jetzt zu der Untersuchung der Impfaale zurtick. Am 10. XII.,
also 70 Tage nach der ersten Injektion von Aal A, wurden folgende Versuche
gemacht. Zwei Wassén-Glaser wurden mit Material aus einer Schragagar-
kultur des Stammes Aal V geimpftj in dem einen Glas wurde ein Fliess-
papierstreifen eingesetzt, der vorher mit Blut durchtrankt war, das durch
Herzpunktion mittels einer sterilen Rekordspritze dem Aal A entnommen
wurde, in dem zweiten Glas wurde ein Papierstreifen eingesetzt, der in
&hnlicher AVeise entnommenes Blut eines am selben Tag -eingekauften,
gesunden Aals enthielt. Als Kontrolle wurde in beiden Glaschen je ein mit
Kaninchen-Antiserum des Stammes Aal V durchtrankter Papierstreifen
eingesetzt. Schon nach 10 Stunden war der Agar der beiden Glaser vollig
durchwachsen p sowohl um die Papierstreifen mit Kaninchenserum als auch
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um die mit Blut des Aals A durchtrdnkten war aber eine klare Zone ent-
standen, wahrend die Vibrionen am Papierstreifen mit Blut des gesunden
Aals nicht gehemmt worden waren. Es war also deutlich, dass das Blutserum
des Aals A Agglutinine gegen die Vibrionen enthielt, das des gesunden Aals
dagegen nicht, wenigstens nicht in grdsseren Mengen.

Am 29. X11. wurden sowohl dem gesunden Aal vom 10. XII., als auch den
Impfaalen A und B das Blut in der AVeise steril entnommen, dass die Haut
in der Herzgegend mit Alkohol gewaschen und leicht abgebrannt wurde,
wonach das Pericard getffnet, das Herz angeschnitten und das ins Pericard
herausstromende Blut mittels einer sterilen Rekordspritze ohne Kanile
aufgesaugt und in ein steriles Réhrchen gebracht wurde. Nach vollendeter
Koagulation wurden die Sera abpipettiert und mit 1/10 des Volumens einer
5 % Karbolldsung versetzt.

Die so gewonnenen Sera sowie das Kaninchenantiserum Aal V wurden in
IVassebt-Glasern geprift, die mit den Stammen Aal IV, Aal V, Sch | und
Sch XVII geimpft wurden. Der Stamm Aal V wurde sowohl vom Kaninchen-
Antiserum als auch von den Aalsera A und B stark gehemmt, im Ubrigen
fiel die Reaktion negativ aus. Spéter wurde durch Agglutination in Rohr-
chen der Titer der beiden AalLsera bestimmt; Serum A agglutinierte den
homologen Stamm noch in einer Verdlinnung von 1:20.480, Serum B in
der Verdiinnung 1:5.120. Uber die angewendete Methodik sowie iber einige
bei den Agglutinationen gemachte Beobachtungen wird weiter unten naher
berichtet.

Am 3.1.1931, also 77 Tage nach der Impfung, wurde in gleicher AVeise
wie oben erwdhnt den Aalen D, P und C4 sowie dem Kontrollaal H das Blut
steril entnommen und die gewonnenen Sera mit Karbol versetzt. Eine Prifung
dieser Sera in mit Stamm Aal V geimpften Rhméw-Glasern fiel fur die
Sera D, P und G positiv, fir Serum H negativ aus. Die Rohrchenagglutina-
tion konnte erst etwa 5 Monate spater vorgenommen werden ; die Sera D und
P hatten beide einen Agglutinationstiter von 1:5.120, Serum G einen von
1:10.240. Das Kontrollserum H war leider nicht mehr vorhanden, mit dem
Serum eines am 3. VI. eingekauften, anscheinend gesunden Aals konnte aber
der Stamm Aal V nur in den Verdinnungen 1:10 und (schwach) 1: 20 agglu-
tiniert werden, was wohl auf das Vorhandensein von Normalagglutininen zu-
rickgefihrt werden muss.

Im April 1931 konnten die Versuche Uber die Agglutininbildung, dank
der Unterstiitzung aus Lennanderska Ponden”, wieder aufgenommen und
in grosserem Umfange angefihrt werden. Leider waren zu dieser Zeit die
zu erhaltenden Aale in schlechter Verfassung, wie ich anfangs glaubte weil
sie kurz nach dem. AVinterschlaf gefangen, waren, was wohl auch zum Teil
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richtig war; gewisse Symptome deuteten aber auch darauf hin, dass In-
fektionen irgend einer Art mit im Spiel waren. Es wurden am 25. 1V. 16
Aale bei einem Fischhéandler eingekauft; schon wéhrend des Transports ins
Laboratorium gingen aber 7 derselben ein. Mit steril enthommenem Blut
aus allen diesen toten Aalen wurden Bouillonkulturen angelegt; alle Kulturen
blieben steril, was darauf hinzudeuten schien, dass sie nicht an einer Bak-
terieninfektion gestorben und dass also die Vermutungen in dieser Richtung
nicht zutreffend waren. Das Serum eines dieser Aale wurde in Wassén-
Gidsern gegen die Stdamme Aal 1V, Aal V, Sch | und Sch XVII gepruft,
in samtlichen Fallen mit negativem Erfolg.

Die Uberlebenden 9 Aale wurden fur Impfversuche (A-Reihe) verwendet;
nach der Impfung wurden die Versuchstiere wie friher in Glaswannen mit
schwach durchfliessendem Leitungswasser im Laboratorium gehalten. Der
Verlauf der Versuche gestaltete sich folgendermassen :

Aal A I. 62 cm. Am 25. IV. mit 0,3 ccm einer Aufschwemmung von Stamm
Aal IV (etwa 1 Ose in 5 ccm 0,55 % NaCl-Losung) in der Herzgegend ge-
impft. Bis 9. V. etwas schlapp, aber ohne &dusserlich bemerkbare Reaktion.
An diesem Tage eine neue Einspritzung ganz wie die vorige; bald nach der
Impfung entstanden hellere, etwa 3—5 mm im Durchmesser betragende
Flecke am Kopf und Vorderkorper, sowie am Schwanz, die jedoch nach
einer halben Stunde zum Teil verschwunden, zum Teil undeutlicher waren;
eine Stunde nach der Impfung vollig normales Aussehen. Bis 1. VI. ohne
dussere Symptome; an diesem Tage (37 Tage nach der ersten Impfung)
getotet, Blut steril entnommen.

Aal A Il. Am 25. IV. mit 0,3 ccm derselben Aufschwemmung wie Aal A |
intraperitoneal vor dem After geimpft. Am 26. IV. schlapp, helle, rotumran-
dete Flecke am Bauch; Analflosse und Kiefer stark, rétlich. Am 27. 1V.
eingegangen. Grosse, weisse, rotumrandete Flecke am Bauch, der grosste um
die Impfstelle herum, Unterkiefer weiss, rotumrandet, vordere % der After-
flosse kirschrot, Schwanz mit undeutlichen hellen, rotumrandeten Flecken.

Aal A I11. Am 25. IV. mit 0,3 ccm derselben Aufschwemmung wie Aale A |
und A 11 subcutan am Beginn der Riickenflosse geimpft. Am 26. IV. schlapp.
Am 27. IV. sehr schlapp, schwache Reaktion an der Impfstelle. Am 28. IV.
nachmittags verendet. Kleiner schiefergrauer Fleck um die Impfstelle herum,
ein grosserer, ahnlich aussehender Fleck von der Nackengegend nach hinten
bis kurz vor Beginn der Riickenflosse.

Aal A IV. Am 25. IV. mit 0,3 ccm einer Aufschwemmung von Stamm Aal
V (etwa 1 Ose in 5 ccm 0,85 % NaCl-Losung) in der Herzgegend geimpft.
Am 26. IV. schlapp. Am 27, 1V, schlapp, keine dusserlich bemerkbare Reak-
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tion. Ain 29. IV. vormittags eingegangen, schwache rétliche Reaktion an der
Impfstelle.

Aal A V. Am 25. IV. mit 0,3 ccm derselben Aufschwemmung wie Aal A
IV intraperitoneal kurz vor dem After geimpft. Verlauf genau wie bei
Aal A IV. ‘

Aal A VI. Am 25. IV. mit 0,3 ccm einer Aufschwemmung von Stamm Sch
I (etwa 1 Ose in 5 ccm 0,85 % Na(Jl-Losung) in der Herzgegend geimpft.
Am 29. IV. eingegangen ohne dussere Reaktion.

Aal A VII. 46 cm. Am 25. IV. mit 0,3 ccm derselben Aufschwemmung
wie Aal A VI intraperitoneal vor dem After geimpft. Am 26. IV. schlapp.
Bis 29. IV. ohne deutliche Reaktion. Am 30. IVV. Hautrétung um die Impf-
stelle herum, die am 1. V. erheblich verstarkt, am 2. V. wieder etwas schwacher
war. Am 3.V. Fleck an der Impfstelle blasser, schwarzpigmentiert. Am
9. V. eine neue Impfung, ganz wie die vorige. Bis 30. V. keine Reaktion
wahrgenommen.; an diesem Tage (35 Tage nach der Impfung) getétet, Blut
steril entnommen. Nach dem Tode war auch an der neuen Impfstelle sowie
langs der Mittellinie des Bauches eine feine Schwarzpigmentierung zu
beobachten.

Aal A VIII. Am 25. IV. mit 0,3 ccm einer Aufschwemmung von Stamm
Sch XVII (etwa; 1 Ose in 5 ccm 0,85 % NaCl-Lésung) in der Herzgegend
geimpft. Am 26. IV. schlapp. Am 27. V. eingegangen; grosser weisser,
rotumrandeter Fleck an der Impfstelle, Hautrétungen auch am Unterkiefer.

Aal A IX. 44 cm. Am 25.1V. mit 0,3 ccm derselben Aufschwemmung
wie Aal A VIII intraperitoneal vor dem After geimpft. Am 9.V. eine neue
Impfung, ganz wie die vorige. Verlauf sowohl vor wie nach der zweiten
Impfung genau wie bei Aal VII, nur mit der Ausnahme, dass kein Pig-
mentstreifen langs des Bauches wahrgenommen wurde. Am 1. VI. (37 Tage
nach der ersten Impfung) getotet, Blut steril entnommen.

Von den neun Aalen dieser Versuchsreihe lebten also nur drei so lange,
dass ihre Sera auf Agglutinine geprift werden konnten. Serum A | agglu-
tinierte den homologen Stamm (Aal 1V) bis zur Verdinnung 1:160, Serum
A VII den homologen Stamm (Sch 1) bis zu 1:320 und Serum A X den
homologen Stamm (Sch XVII) ebenfalls bis zu 1:320 (1:640?). Die ent-
sprechende Prifung in Wasséw-Glésern fiel fir Serum A | negativ, fir die
Sera A VII und A 1IX positiv aus, die klare Agarzone um die Papierstreifen
herum war indessen in beiden Fallen sehr schmal. Hieraus ist also zu
ersehen, dass die bei dieser Reaktion zu verwendenden Sera einen Titer von
wenigstens 1:320 haben missen, um einen positiven Ausfall sicher her-
vorrufen zu kénnen. Eine Prifung in. Glasern mit Serum A VI1I gegen den
Stamm Sch XVII und Serum A 1X gegen Sch | fielen wie erwartet negativ
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aus. Von einem Serum eines gesunden Aals wurden die Stamme Aal 1V,
Sch I und Sch XVII gar nicht beeinflusst (AnfangsVerdiinnung 1:10). Aus
diesem Versuche ging somit hervor, dass auch mit den Stammen Aal IV,
Sch 1 und Sch XVII als Antigen spezifische Agglutinine gebildet wurden,
auch wenn der Titer recht niedrig war; die vermutliche Ursache hierzu
wird weiter unten naher diskutiert.

Mit Rucksicht auf die grossen Verluste in der eben besprochenen
Versuchsreine wurde ein Versuch gemacht, durch abermalige Injektionen
inaktivierter Vibrionen in steigenden Dosen eine Agglutininbildung hervor-
zurufen. Es wurden Aufschwemmungen der Stamme Aal IV, Aal V, Sch |
und Sch XVII in 0,85 % NaCl-Losung hergestellt, eine halbe Stunde lang
bei + 56° C inaktiviert und im Kihlschrank aufbewahrt. Mit je 0,2 ccm
dieser Aufschwemmungen wurden am 2.V. 12 Aale geimpft (B-Reihe) und
zwar folgendermassen: B | intraperitoneal vor dem After, B 11 und B 11l
subeutan an der Rickenflosse mit Antigen Aal 1V, B IV—VI in &dhnlicher
Weise mit Antigen Aal V, B VII—IX mit Antigen Sch | und B X—XII
mit Antigen Sch XVII. Aufbewahrung der Aale in fliessendem Leitungs-
wasser im Laboratorium wie vorher.

Der weitere Verlauf dieser Versuchsreihe gestaltete sich folgendermassen:

Aal B I. 61 cm. Am 7., 12, 20. und 26. V. mit 0,3, 0,4, 0,5 bzw. 0,6 ccm
desselben Antigens und in derselben Weise wie am 2. V. geimpft. Am 10. V.
wurde die Farbe dieses Aals heller, fast kupferrostgriin, und diese Farbe
behielt er wahrend der ganzen Versuchszeit; sonst keine bemerkbare Reak-
tion. Am 17. VI. getdtet, Blut steril entnommen.

Aal B Il. Am 3.V. ohne Reaktion, aber sehr schlapp, am Nachmittag in
Ruckenlage. Am 4.V. abends eingegangen. Schwache Hautreaktion an der
Impfstelle, Kopf blass, schwach rot umrandet.

Aal B 111. 45 cm. Weitere Impfungen wie bei B |. Keine Reaktion be-
merkbar. Am 18. VI. getotet, Blut steril entnommen.

Aal B 1V. 50 cm. AVeitere Impfungen wie bei B | aber mit dem Antigen
Aal V. Keine Reaktion bemerkbar. Am 17. VI. getdtet, Blut steril entnommen.

Aal B V. Am 7. und 12. V. wie Aal B IV geimpft, Ohne &ussere Symp-
tome, aber vom 12. AL an dann und wann in Rickenlage. Am 18.V. getdtet,
Blut steril enthommen.

Aal B VI. 495 cm. AVeitere Impfungen wie bei B IV. Keine Reaktion
bemerkbar. Am 18. VI. getotet, Blut steril entnommen.

Aal B VII. 55 cm. Am 7.V. mit 0,3 ccm der Aufschwemmung von Sch |
geimpft. Sehr schlapp, am Nachmittage gestorben. Hornhaut der Augen
getrubt, milchweiss, Kopf zum Teil angeschwollen, die Anschwellung grau,
rotumrandet, Hautrétungen an den Kiefern und an der Unterseite des Kopfes
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bis zu den rot umrandeten Kiemendffnungen, Brustflossen stark rotgestreift,
vor dem After an der Impfstelle schwache Hautrétung, Afterflosse zum Teil
rotgefleckt.

Aal B VIII. Am 3.V. keine Reaktion. Am 4.V. morgens tot, Augen
milchweiss, Kiefer schwach rétlich, sonst keine Symptome.

Aal B IX. 55 cm. Weitere Impfungen mit dem Antigen Sch | wie bei
B I. Am 8.V. Farbe auffallend hell, am 10. V. noch heller, gelbgriin, am
14. V. noch heller als vorher. Am 16. V. beginnende Fadenpilzinfektion an
der Haut. Am 20.V. Farbe wieder dunkler; hie und da. reicher Belag von
Schleim mit abgestossenen Epithelzellen, Bakterien und Fadenpilzen. Schleim
abgestreift, Aal in frisches Wasser tbergefiihrt. Am 21. y. anscheinend wie-
derhergestellt, am 22. V. aber wiederum beginnende Schleimbildung, die am
23. V. stark zugenommen hatte ; wie am 20. V. behandelt. Am 26.V. bei der
letzten Impfung wieder mit Schleim stark bedeckt, abgestreift, spat am
Abend im Sterben begriffen. Getotet, Blut sferil entnommen.

Aal B X. 50 cm. Am 3. V. keine Reaktion. Am 4. V. sehr schlapp, am Mit-
tag in Ruckenlage. Am, 5. V. noch sehr schlapp, rote Streifen an den Brust-
flossen, an der Unterseite des Kopfes, sowie an der Afterflosse. Am 7.V.
anscheinend wiederhergestellt, von nun an mit Antigen Sch XVII wie bei
B I geimpft. Keine weitere dussere Reaktion wahrend des Versuches bemerk-
bar. Am 17. VI. getotet, Blut steril entnommen.

Aal B XI. 52 cm. Am 3. V. sterbend, Hornhaut der Augen, undurchsichtig,
milchweiss, grosser weisser, rotumrandeter Fleck, der sich (ber die Leber-
und Herzgegend, vor den Brustflossen und (ber die Oberseite des Kopfes er-
streckt, &hnlicher Fleck am Bauche kurz vor dem After, vordere % der
Afterflosse stark rotlich mit 4 grossen weissen Flecken, Schwanzspitze ab-
wechselnd mit grauen und rotlichen Flecken bedeckt. Bouillonkultur mit
steril genommenem Herzblut angelegt, blieb steril.

Aal B XII. 48 cm. Am 7., 12. und 20.V. wie die Ubrigen geimpft, bis
23. V. ohne &ussere Reaktion. Am 24. V. Haut an der Impfstelle blasenférmig
erhaben. Am 25.V. sehr unruhig die Haut Gber der ”Blase” zum Teil ab-
gefallen, zwei seichte rétliche Locher vom 5x3 mm bzw. Il mm frei-
lassend. Getotet, Blut steril entnommen.

Aus dieser Versuchsreihe wurden also nicht weniger als 8 Sera erhalten,
die auf das ev. Vorkommen von Agglutininen geprift werden konnten; von
dem schon 5 Tage nach der ersten Impfung verendeten Aal B VII konnte
nicht so viel Blut erhalten werden, dass das Serum fur Agglutinationen in
Réhrchen ausreichte. Mit dein spérlichen Blutmaterial wurden sterile Fliess-
papierstreifen angefeuchtet und in TFusseii-Glésern gegen die Stamme Aal IV,
Aal V, Sch | und Sch XVII gepriift, in sdémtlichen Féllen mit negativem
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Erfolg’. Die Roéhrchenagglutinationen der Ubrigen Sera ergaben folgende
Resultate: Das 16 Tage alte (d. h. 16 Tage nach der ersten Impfung ge-
wonnene) Serum B V agglutinierte den homologen Stamm nur in den Ver-
diinnungen 1:10 und 1; 20 deutlich, und dasselbe war mit dem 23 Tage alten
Serum B XII der Fall, wéhrend das 24 Tage alte Serum B 1X den homolo-
gen Stamm noch in der Verdiinnung 1: 80 eine schwache aber deutlich wahr-
nehmbare Agglutination hervorrief. Die entsprechenden Prufungen in
Wassén-Glésern fielen alle negativ aus. Die Ubrigen 5 Sera, alle 46—47 Tage
alt, verhielten sich folgendermassen: Sera B | und B 111 agglutinierten den
homologen Stamm Aal IV bis zu den Verdiinnungen 1:160 bzw. 1:320 und
die Prifung in halbfestem Agar fiel fur B | sehr schwach, fur B 111 recht
stark positiv aus. Sera B 1V und B VI agglutinierten den homologen Stamm
Aal V bis zu den Verdinnungen 1:10.240 bzw. 1: 2.560 und Serum B X den
homologen Stamm Sch XVII bis zur Verdinnung 1:1.280. Auch wenn wir
von den Ergebnissen mit den Sera B V, B XIl, und B X absehen, bei
welchen die gefundene Agglutination, wenigstens in den zwei ersten Féllen,
wohl ebenso gut auf vorhandene Normalagglutinine zuriickgefiihrt werden
kann, so scheint aus den Versuchen dieser Reihe hervorzugehen, dass auch
inaktivierte Vibrionen die Fahigkeit besitzen, eine Agglutininbildung hervor-
zurufen. Ob die verschieden hohen Werte der benutzten Stdmme auf ver-
schiedenartige antigene Wirkung oder auf individuelle Schwankungen der
agglutininbildenden Fahigkeit der einzelnen Versuchstiere zurtickzufiihren
war, ist natlrlich schwer zu entscheiden. Es ist sogar, wie wir bald finden
werden, auch eine dritte Moglichkeit denkbar.

Es missen noch einige Einzelheiten beziglich dieser Versuchsreihe kurz
besprochen werden. Das Serum B X wurde in halbfestem Agar nicht nur
gegen den homologen Stamm Sch XVII, sondern auch gegen die Stamme
Aal 1V, Aal V und Sch | geprift und zeigte sich dabei auffallenderweise fast
ebenso stark positiv gegentiber Aal V wie gegeniiber Sch XVII. In Réhrchen
wurde der Stamm Aal V bis zur Verdinnung 1: 320 agglutiniert. Da mit dem
Stamm Aal V als Antigen weder bei Kaninchen noch bei Aalen Agglutinine
gegen den Stamm Sch XVII gebildet wurden, schien das Ergebnis mit dem
Serum B X réatselhaft; spater wurde festgestellt, dass ein durch Behandlung
mit dem Stamm Sch XVII erhaltenes Kaninchenantiserum nicht imstande
war, den Stamm Aal V in starkerer Verdlinnung als 1:10 zu agglutinieren.
Um zu erfahren, ob sich die Aale in dieser Hinsicht andersartig verhielten,
wurden zwei Aale folgendermassen behandelt:

Aal F 1. 60 cm. Am 29. X,, 3., 8., 14. und 19. XI. 1932 mit je 0,2, 0,3, 0,4,
0,5 und 0,6 ccm einer bei +56° C y2 Stunde inaktivierten kréftigen Auf-
schwemmung des Stammes Sch XVII subcutan an der Riickenflosse geimpft.
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In flicsseiuleni Leitungswasser gehalten; Temperatur desselben am 29. X.
+12,5° C, am 2. XI. +11,5°, am 3. XI. + 11°, am 7. XI. + 8,5°, am 12. XI.
+8,5° und am 28. XIl. +7° C. Keine dussere Reaktion, nur am Tage nach
der dritten Impfung sehr kleiner heller Pieck an der Impfstelle. Am 28. XIlI.,
also 60 Tage nach der ersten Impfung, getotet, Blut steril entnommen.

Aal F I1. 72 cm. Am 29. X. mit 0,2 ccm einer Aufschwemmung des Stammes
Sch XVII (etwa 1 Ose in 5 ccm 0,85 % NaCl-Losung) in der Herzgegend ge-
impft. In fliessendem Wasser wie P I. Bis 6. XI. ohne Reaktion. Am 7. XI.
sehr kleine Erhebung an der Impfstelle. Am 8 XI. schlapp. Am 12. XI.
Erhebung zuriickgegangen; eine abermalige Impfung wie am 29. XI., aber
mit 04 ccm der Aufschwemmung. Bis 28. XII. ohne &ussere Reaktion; an
diesem Tage, 60 Tage nach der ersten Impfung, getétet, Blut steril entnom-
men. Pericard etwas rotlich, wie schwach entziindet, sonst auch keine inneren
Symptome.

Bei der Priifung konnte der homologe Stamm Sch XVII vom Serum P |
nur bis zur Verdinnung 1:40, vom Serum F 1l bis 1:80 agglutiniert wer-
den; Stamm Aal V wurde vom Serum P | gar nicht agglutiniert, mit Serum
P Il wurde nur in der Verdinnung 1:10 eine schwache Andeutung einer
Flockung bemerkt. Obwohl die Agglutininbildung in diesem Palle eine nur
sehr schwache war, scheint sie doch in keiner Weise die Annahme zu stiitzen,
dass mit dem Stamm Sch XVII als Antigen bei Aalen Agglutinine auch ge-
gen den Stamm Aal V gebildet werden.

Es scheinen mir deshalb die Agglutinationsergebnisse mit dem Serum B X
nur in der Weise gedeutet werden zu konnen, dass der Aal B X vor dem
Beginn des Versuches mit Vibrionen, und zwar vom Agglutinationstypus
Aal V, infiziert war; hiemit stimmen ja auch die fiir das Versuchstier B X
am 5. V. beobachteten, rotseuchedhnlichen Symptome (vgl. oben) sehr gut
Uberein. Auch bei vielen anderen Versuchstieren der B-Reihe wurden ja éhn-
liche Symptome beobachtet, aus welchem Grunde von dem am Tage nach der
ersten Impfung verendeten Aal B IX Kulturen angelegt wurden, die aber
negativ ausfielen. In Kulturen mit Material aus einem gleichzeitig mit den
Versuchstieren eingekauften Aal, der des schlechten Zustandes und der rot-
seuchedhnlichen Symptome wegen nicht fur die Versuche verwendet wurde,
wuchsen sowohl bewegliche als auch unbewegliche Stabchen, aber keine Vib-
rionen hervor. Trotz des negativen Ausfalles dieser wie auch der im Zusam-
menhang mit der A-Reihe gemachten, oben erwédhnten Abimpfungen, die ja
ebenfalls negativ ausfielen, habe ich nachtréglich die Sera A I, A VII, B |,
B IIl, B IV, B VI und B IX mittels R6hrchenagglutination gegen die hete-
rologen Stamme geprift (Serum B VII erwies sich ja, wie schon oben be-
merkt, bei Agglutinationsversuchen in Wasser-Glasern als negativ fur alle
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vier Stimme). In sdmtlichen Fallen, mit einer Ausnahme, fielen auch diese
Prufungen negativ aus (Anfangsverdiinnung bei allen 1:40). Die Ausnahme
bezieht sich auf Serum A VII, das den Stamm Aal Y in Verdiinnungen bis
1:2.560 agglutinierte. Da die betreffenden Aale angeblich an der Kiste in
der Nahe von Goteborg gefangen waren, so muss wohl aus den Fallen A VII
und B X geschlossen werden, dass V. anguilarum im Agglutinationstypus
Aal V auch an der Westkiiste Schwedens vorkommt oder wenigstens im Frih-
jahr 1931 vorkam.

Es wére dann auch denkbar, dass die htheren Agglutinationswerte der Sera
B IV und B VI nicht durch das eingespritzte Antigen allein hervorgerufen
wurden. Spatere Versuche zeigten aber, dass inaktivierte Vibrionen auch in
Féllen, wo eine gleichzeitige Spontaninfektion ausgeschlossen war, einen
hohen Agglutinationstiter bewirken konnen, was ja die mit den Sera B IV
und B VI erhaltenen Ergebnisse glaubwiirdig machen, und zwar besonders
deshalb, weil die entsprechenden Aale wahrend der ganzen Versuchszeit keine
rotseuchedhnlichen Symptome aufwiesen.

Es wurden im Laboratorium zu Goéteborg noch einige Versuche angestellt,
die hier angefiihrt werden, weil gewisse Einzelheiten derselben, sowohl hin-
sichtlich der Beurteilung der Pathogenitét, als auch in bezug auf die Agglu-
tininbildung von Interesse sind.

Am 3. VI. 1931 wurde ein Versuch (C-Eeihe) mit Einimpfung von leben-
den Vibrionen des Stammes Aal V (etwa 1 Ose einer Schragagarkultur in
5 ccm 0,85 % NaCl-Losung) an sechs Aalen angestellt. Alle wurden in flies-
sendem Leitungswasser im Laboratorium gehalten.

Aal C I. Am 3. VI. mit 0,2 ccm der Aufschwemmung in der Herzgegend
geimpft. Am 4. VI. keine Reaktion, am 8. VI. schlapp; Haut an der Ventral-
seite schwach, Afterflosse stark rétlich gefarbt. Am 10. VI. eingegangen,
Symptome wie friher, aber verstarkt. Keine Blutentnahme.

Aal C Il. 59 cm. Am 3. VI. wie C | geimpft. Bis 17. V1. ohne Reaktion;
an diesem Tage eine zweite Impfung wie friher, aber mit 0,4 ccm der Auf-
schwemmung. Am 18. VI. keine Reaktion. Am 20. VI. schlapp, Hautrétung
in der Herzgegend und um die Kiemendffnungen. Zwischen 22.VI. und
24. VII. keine Beobachtungen. Am 24. VII. an der Impfstelle eine Wunde in
Heilung begriffen, die bei der Alkoholwaschung vor der sterilen Blutent-
nahme aufbrach; umgebende Muskulatur rétlich.

Aal C 1. 61 cm. Am 3. VI. mit 0,2 ccm der Aufschwemmung intraperi-
toneal vor dem After geimpft. Bis 15. VI. ohne Reaktion. Am 16. VI. Haut-
rétung an der Impfstelle. Am 17. VI. eine zweite Impfung wie friher, aber
mit 0,4. ccm der Aufschwemmung. Am 18. VI. keine Reaktion an der Impf-
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stelle. Am 20. VI. etwas schlapp, schwache Hautrétung an der Impfstelle.
——————————— Am 24. VII. keine Reaktion an der Impfstelle. Blut steril ent-
nommen.

Aal G IV. Am 3. VI. wie C Il geimpft. Bis 16. VI. ohne Reaktion. Von
da an immer schlapper werdend, mit stellenweiser Schleimabsonderung, spéa-
ter durch graue Flecke wie gebéndert. Am 22.VI. eingegangen, Symptome
wie vorher, aber verstarkt, blutiger Schleim aus den Kiemend&ffnungen her-
ausfliessend. Symptome also nicht rotseuchedhnlich. Konnte leider nicht
naher untersucht werden, vgl. aber unter C V.

Aal C V. Am 3. VL. mit 0,2 ccm der Aufschwemmung subcutan an der
Ruckenflosse geimpft. Bis 12. VI. ohne Reaktion. Am 16. VI. eingegangen,
Symptome genau wie fir C IV oben beschrieben. Blut steril entnommen.
Kulturen mit Herzblut sowie mit Material aus der die Kiemendéffnungen um-
gebenden, rotlichen Muskulatur auf Agarplatten und in Bouillon; Uberall
gutes Wachstum, aber nur Stabchen, keine Vibrionen. Aale C IV und C V
also im Gegensatz zu C | wahrscheinlich durch sekundare Infektion verendet.

Aal C VI. 59 cm. Am 3. VI. wie C V geimpft. Bis 17. VI. ohne Reaktion;
an diesem Tage eine zweite Impfung wie friher, aber mit 0,4 ccm der Auf-
schwemmung. Am 18. VI. keine Reaktion an der Impfstelle. Am 20. VI.
starke Reaktion an der Impfstelle in Form einer grésseren Blutung an einer
Strecke von 2 cm langs der Basis der Riickenflosse. Farbe viel heller als vor-
her, am Abend hell gringelb! Am 21. VI. sehr hell gefarbt, Haut Uber der
Impfstelle noch heller, etwas aufgehoben, rote Streifen von der Impfstelle
ausgehend, und zwar besonders langs der Rickenflosse.---------- Am 24, VII.
fortwahrend heller als bei Beginn des Versuches, dunkle Flecke (Narben?)
an der Impfstelle und auf der Riickenflosse etwas weiter nach hinten. Blut
steril entnommen.

Es wurden also durch diesen Versuch vier Sera erhalten, die auf Agglu-
tinine gepriift werden konnten. Serum C V, schon 13 Tage nach der Impfung
gewonnen, hatte einen Agglutinationstiter von 1:80 (Spuren auch in 1:160
und ? 1:320), von den Ubrigen Sera, 51 Tage nach Beginn des Versuches
entnommen und erst 312 Monate nachher gepruft, hatten C 111 und C VI
einen Agglutinationstiter von 1:5.120 bzw. 1:10.240, wéhrend Serum C I
den homologen Stamm noch in der Verdinnung 1:81.920 deutlich agglu-
tinierte |

Im November 1931 wurden endlich folgende zwei Versuche angestellt:

Aale D I, 61 cm und D II, 57 cm. Am 4., 9. und 14. XI. mit je 0,2, 0,3
und 0,4 ccm einer Aufschwemmung des Stammes Aal V (etwa 1 Ose in 5 ccm
entsprechend) bei +56° C wahrend 30 Minuten inaktiviert, subcutan an der
Rickenflosse,geimpft.. 'Imiliessendem. Leitungswasser im Laboratorium ,ge-
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halten. Keine nennenswerte Reaktion. Am 18. XI., also 14 Tage nach der
ersten Impfung getotet, Blut steril entnommen. Bei der Agglutinations-
prifung keine deutliche Agglutination, auch nicht in der Verdinnung 1:10.

Aal E I. 60 cm. Am 5. XI. mit 0,2 ccm einer nicht inaktivierten Auf-
schwemmung des Stammes Aal V (1 Ose in 5 ccm NaCl-Losung) subeuta.n
an der Riickenflosse geimpft. Wie die D-Aale gehalten. Am 6. XI. an Sauer-
stoffmangel gestorben (keine Wasserzufuhr wahrend der Nacht!). Grosser,
mheller, etwas erhabener Fleck an der Impfstelle.

Aal E Il. Am 5. XI. wie E | geimpft und in derselben Glaswanne gehal-
ten. Am 6. XI. wegen der Unterbrechung der Wasserzufuhr stark herunter-
gekommen, erholte sich aber wieder rasch. Reaktion wie hei E 1. Am 8. XI.
an der Impfstelle ein 5 cm langer Entziindungsherd, von helleren und dunk-
leren, zum Teil rotgestreiften Flecken umgeben. Am 9. XI. die Entziindungs-
herde zentral gelblich, peripher rotblau; Aal noch recht munter. Am 10. XI.
Haut an den Randern der gelblichen Partie abfallend, an diesen Stellen
Blutungen. Am 13. XI. Haut von der Impfstelle abgefallen, Rand der Wunde
als rotlicher Wulst hervortretend. Aal sehr schlapp. Am 14. XI. fortschrei-
tende Nekrotisierung des Wundrandes. Am 16. XI., also 16 Tage nach der
Impfung eingegangen. Blut steril entnommen. Agglutinationstiter 1: 40.

Mit Ricksicht auf die Agglutininbildung sagen diese Versuche also recht
wenig, scheinen aber zu beweisen, dass die Virulenz des Stammes Aal V nach
14 Monate langer Ziichtung auf Schragagar nicht wesentlich vermindert
worden war.

Die jetzt durchgangenen Versuche hatten also gezeigt, dass mit Vibrionen
geimpfte Aale Agglutinine bilden, und zwar gleichgiltig ob lebende oder
inaktivierte Vibrionen als Antigen benitzt wurden. Sie zeigten aber auch,
dass diese Agglutininbildung, im Gegensatz zu den Angaben bei Babes und
Riegler (1903) und Aaser (1925), recht langsam vor sich geht; so war z. B.
der Agglutinationstiter des 23 Tage nach der ersten Impfung entnommenen
Serums B XII nur 1:20, wahrend das mit demselben Antigen hergestellte
Serum B X, 46 Tage nach der ersten Impfung gewonnen, einen Titer von
1:1.280 hatte u. s. w. Mit Ricksicht auf Ergebnisse bei anderen Kaltblitern
(Froschen, vgl. Widal und Sicard 1897) war aber zu vermuten, dass ver-
schiedene Temperaturen hierbei einen ausschlaggebenden Einfluss ausiiben
konnten. Bei den schon erwahnten Versuchen wurden leider keine Tempera-
turmessungen ausgefihrt; die Temperatur hielt sich wohl aber um +12 bis
-1-15° C, in den Sommermonaten vielleicht etwas héher, in den Wintermona-
ten etwas niedriger. Wére diese Annahme richtig, dann kdénnte man ja eine
Erklarung der Umsténde erhalten, dass die Agglutininbildung der im Herbst
vorgenommenen Versuche (D-, E- und F-Reihen) viel schlechter war als
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Tage der Impfungen

01 ccm 0,3 ccm
Ve 5 Vil
11 11 (Arbeitszimmer)
11. Il (Aquarienzimmer)
Temperaturschwankungen in dem am 11. Ill. 1933 angefangenen Impfversuch (G-Reihe).

Temperaturschwankungen in dem am 5. VII. 1931 angefangenen Impfversuch (Néheres im Text).

Fig. 1.

z. B. bei dem im Sommer angestellten Versuch (C-Reihe). Es war aber im
Bakt. Laboratorium zu Goéteborg kaum mdglich, Aquarien mit verschiedenen,
ziemlich konstant gehaltenen Temperaturen einzurichten.

Erst als im Spatherbst 1932 die neue Fischereiversuchsanstalt bei Drott-
ningholm fertiggestellt wurde, konnten Impfversuche mit bei verschiedenen
Temperaturen gehaltenen Aalen angestellt werden. Die Versuchsanordnung
war dabei die folgende. Am 10. I11. 1933 wurden je vier anscheinend véllig
gesunde Aale in zwei Glaswannen mit Leitungswasser und Durchliftung ein-
gesetzt; die eine Wanne (mit den Aalen G I, 41 cm, G IlI, 545 cm, G IlI,
445 cm und G 1V, 435 cm) wurde im Arbeitszimmer, die andere (mit den
Aalen G V, 47 cm, G VI, 43 cm, G VII, aus Versehen nicht gemessen, und
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G VIII, 57 ein) im Aquarienzimmer aufgestellt, und Temperaturablesungen
wurden in der Regel zweimal taglich vorgenommen; die Temperaturschwan-
kungen sind in Fig. 1 graphisch dargestellt. Samtliche Aale wurden am 13,
18., 23. und 28.111. mit je 0,i, 0,2, 0,3 und 0,4 ccm einer Aufschwemmung
des Stammes Aal V in 0,85 % NaCl-Losung, die, um Verluste zu vermeiden,
eine halbe Stunde bei + 56° C inaktiviert wurde, subcutan an der Ricken-
flosse geimpft. Mit Ausnahme der Aale G VII und G VIII blieben alle Ver-
suchstiere vollig gesund; die genannten Aale, an welchen am 10. Ill. eine
Merzpunktion vorgenommen wurde, waren aber am 1. IV. recht stark mit
Saprolegnien bewachsen und wurden deshalb wahrend 25 Minuten in einer
2,5 % NaCl-Losung gebadet; G VII zeigte einen roten Fleck zwischen den
Unterkieferschenkeln, G V111 eine Hautrétung in der Herzgegend. Am 2. IV.,
also 20 Tage nach der ersten Impfung, war der Aal G | aus der Wanne ge-
sprungen und lag tot auf dem Fussboden und G VII war gestorben. Beiden
Aalen wurde das Blut steril entnommen. Am. 3. 1V. wurden G Il und
G VIII, am 4. IV. die Aale G I1l, G IV, G V und G VI getdtet und das Blut
steril entnommen. Aus samtlichen Aalen wurden auch Kulturen mit Material
aus dem Blute und dem Darm angelegt. In keinem Falle konnten Vibrionen
nachgewiesen werden, die Kulturen mit Blut aus G VII und G VIII wiesen
einen reichlichen Wuchs von Stébchen, vor allem des fluorescens-Typus, auf.
Es scheint mir deshalb wahrscheinlich, dass die genannten Aale an einer bei
der Herzpunktion erhaltenen fluorescens-Iniektion litten.

Bei der Agglutination hatten die Sera G I, G II, G 11l und G IV einen
Agglutinationstiter von 1:20.480, 1:10.240, 1:10.240 bzw. 1:40.960, wéhrend
die Agglutinationen mit den Sera G V, G VI (Anfangsverdinnung 1:20),
G VIl und G VIII (Anfangsverdinnung 1:40) negativ ausfielen.

Aus diesem Versuch ist also herauszulesen, dass, wie erwartet, die Agglu-
tininbildung bei Fischen von der Temperatur stark abhéngig ist, und zwar
so, dass sie von einer héheren Temperatur sehr beglnstigt wird und schneller
vor sich geht.

Um zu erfahren, ob auch andere Fische als Aale gegen die Aalvibrionen
Agglutinine bilden kénnen, wurden zwei Schleien mit inaktivierten Vibrionen
des Stammes Aal V (etwa 2—3 Milliarden pro ccm) in ganz derselben Weise
wie die eben geschilderten Aale der G-Reihe subcutan an der Rickenflosse
geimpft. Da zur Zeit des Versuches (er wurde am 5. VII. 1934 begonnen)
das Leitungswasser etwa dieselbe Temperatur wie die hthere Temperatur im
vorigen Falle hatte (vgl. Kurve Fig. 1), konnten sie in einem Aquarium mit
Giessendem Wasser gehalten werden. Es wurde keine Reaktion nach den
Impfungen beobachtet, und die Tiere blieben auch sonst anscheinend véllig
gesund. 22 Tage nach der ersten Impfung wurden die Tiere getotet und das
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Tag der Impfung:

13
17Vl

21.IX-.

.............. Temperaturschwankungen im Impfversuchvom 18. VII. 1934,
e . . Y . 14 VI 1934
....................... . , . . 21 IX. 1934,

Fig. 2.

Blut steril entnommen; die Sera zeigten einen Agglutinationstiter von
1:40.960 bzw. 1:20.480. Es fand also auch hier eine Agglutininbildung statt,
deren Ergebnisse jenen bei den G-Aalen voéllig entsprachen. Als Kontrolle
wurden Agglutinationsprifungen mit Sera aus drei aus demselben Gewasser
(Malarsee) stammenden Schleien vorgenommen (Anfangsverdiinnung 1:40);
alle fielen negativ aus.

Da es ferner von Interesse war, zu priifen, ob schon eine einmalige Impfung
mit inaktivierten Vibrionen geniige, um einen hohen Agglutinationstiter her-
vorzurufen, wurden am 18. VII. ein Aal und eine Schleie mit je 0,5 ccm des-
selben Antigens wie im vorigen Falle subcutan an der Rickenflosse geimpft;
die Temperatur (vgl. Kurve Fig. 2) lag in diesem Falle zwar unbedeutend
héher, der Unterschied scheint mir indessen nicht grésser zu sein, als dass
die Versuche direkt mit einander verglichen werden konnen. Der Aal er-
krankte aus unbekannter Ursache und wurde 7 Tage nach der Impfung ge-
totet; keine Agglutination des homologen Stammes, auch nicht in der Ver-
dinnung 1:20. Also auch nicht bei dieser Temperatur, bei welcher in der
G-Reihe nach 20—22 Tagen hohe Agglutinationswerte erzielt wurden, hatte
die Agglutininbildung nach 7 Tagen angefangen!

Die Schleie wurde nach 23 Tagen getdtet; das Serum agglutinierte den
homologen Stamm deutlich in der Verdinnung 1:81.920, Spuren noch in



48

1:163.840. Hierauf wurden am 14. VIII. mit demselben Antigen und in der-
selben Weise, aber nur mit je 0,i ccm, ein Aal (Gewicht 380 g), drei Schleien
(Gew. 240, 230 bzw. 153 g) und zwei Barsche (Gew. 87 bzw. 55 g) geimpft,
bei etwa derselben Temperatur gehalten (vgl. Kurve Fig. 2) und nach 23
Tagen getdtet. Der Agglutinationstiter der gewonnenen Sera betrug fir den
Aal 1: 640, fir die Schleien 1:20.480 bzw. 1:5.120 und 1:2.560 und fir
beide Barsche 1:5.120. Es scheint somit, dass schon eine einmalige Ein-
impfung von nur 0,i ccm eines inaktivierten Antigens von angegebener
Stérke geniigt, um ein hochwertiges agglutinierendes Serum hervorzurufen,
wenigstens wenn das Gewicht der Impftiere unter etwa 250 g liegt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden drei kleinere Quappen (Gew. 75
bzw. 65 und 53 g) sowie, als Kontrolle, eine Schleie (Gew. 90 g) mit je 0,i
ccm einer inaktivierten Aufschwemmung des Stammes Aal V subcutan an der
Rickenflosse geimpft und nach 24 Tagen getttet; die Temperaturschwan-
kungen wahrend des Versuches sind in Fig. 2 graphisch dargestellt. Der Titer
betrug flur die drei Quappensera nur 1:320, 1:320 bzw. 1:160, war aber
auch fur die Schleie verhéltnismassig niedrig, 1:640, was alles wohl mit der
niedrigeren Temperatur dieser Versuchsreihe zusammenhangt. Der Versuch
scheint mir jedoch zu beweisen, dass auch Quappen gegen diese Vibrionen
Agglutinine bilden koénnen. Alle vier Sera bewirkten bei der Prifung in
halbfestem Agar einen positiven Ausfall gegen dem Stamm Aal V, und zwar
das Schleienserum am starksten, das zuletzt erwdhnte Quappenserum am
schwachsten; es liegt somit hier eine weitere Stutze daflir vor, dass schon
Sera mit einem Titer von nur 1:160 zuweilen bei dieser Art der Agglutina-
tionsprufung brauchbar sein kénnen. Rohrchenagglutinationen mit den drei
Quappensera (Anfangsverdinnung 1:40) und den Stdmmen Aal 1V, Sch |
und Sch XVII als Antigen fielen vollkommen negativ aus; auch diese Sera
erwiesen sich also als streng spezifisch. Hierzu ist endlich zu bemerken, dass
mit Normalsera aus drei Barschen und vier Quappen (alle ebenfalls aus dem
Malarsee stammend) keine Agglutination des Stammes Aal V erzielt werden
konnte (Anfangsverdinnung 1:20).

Obwohl es eigentlich Gber den Rahmen dieser Untersuchung tber V. an-
(juillarum hinausgeht, mag ein Impfversuch mit einer anderen Bakterienart
mitgeteilt werden. Zwecks Prifung der Pathogenitat wurden zwei Barsche
mit je etwa 0,i ccm einer Aufschwemmung in 0,85 % NaCl eines fluorescens-
S;animes geimpft; da sie nach 10 Tagen noch munter waren und keine
Reaktion zeigten, wurden sie in gleicher Weise wie friher, aber jetzt mit je
0,3 ccm einer frischbereiteten Aufschwemmung desselben Stammes geimpft.
Beide blieben gesund und wurden nach 38 Tagen getotet. Temperatur
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wéhrend des "Versuches etwa zwischen +17 und +21° C schwankend. Der
Agglutinationstiter der gewonnenen Sera betrug 1:2.560 bzw. 1:640
(1:1.280?).

Durch die hier mitgeteilten Versuche sind natirlich die Fragen (ber die
Agglutininbildung bei Fischen bei weitem nicht erschopft; ich hoffe jedoch,
dass sie einige Punkte aufgeklért haben. Die Ergebnisse konnen folgender-
massen zusammengefasst werden :

1) Fische (Aal, Schleie, Barsch, Quappe) reagieren gegen Einspritzung
von Bakterien verschiedener Arten (J. anguillanun, B. fluorescens) durch
Bildung von Agglutininen.

2) Die agglutinierenden Sera sind meistens hochwertig und scheinen ebenso
streng spezifisch zu sein wie z. B. Kaninchen-Antisera.

3) Als Antigen kénnen sowohl lebende, als auch inaktivierte Bakterien be-
nutzt werden.

4) Die Agglulmmbildung ist von der Wassertemperatur stark abhangig,
und zwar so, dass sie bei hoherer Temperatur viel schneller vor sich geht.

Zuletzt noch etwas Uber einige bei den Rohrchenagglutinationen gemachte
Beobachtungen.

Schon Bergman (1911) hat hinsichtlich der Agglutinationstechnik folgen-
des bemerkt:

'Zu den folgenden Versuchen wurden Aufschwemmungen in physiolo-
gischer Kochsalzlésung drei Tage alter Agarkulturen, bei Zimmertempera-
tur gewachsen, verwendet.

Um einigermassen entscheiden zu kdnnen, eine wie lange Beobachtungszeit
erforderlich war, wurden zwei Reihen von Verdinnungen des Serums ge-
macht, das den hochsten Titer hatte, das homologe Antigen wurde hinzugesetzt
und die Reihen wurden, die eine im Zimmer (18°), die andere im Thermostat
(37°) aufgestellt und nach gewissen Zwischenzeiten beobachtet. Es zeigte
sich dann, dass bei 37° die Reaktion schon nach 2)4 Std. abgeschlossen
war, bei 18° aber erst nach 3 Std. In den Hauptversuchen standen die
Proben 2)4 Std. im Thermostat, wonach sie herausgenommen und abgelesen
wurden. Danach wurden sie bei Zimmertemperatur bis zum folgenden Tage
aufbewahrt, da sie aufs Neue beobachtet wurden. Irgend eine Anderung der
Resultate trat nicht ein.” (Von mir (bersetzt.)

Bei meinen eigenen Agglutinationsversuchen benutzte ich zuerst Auf-
schwemmungen in 0,55 % NaCl-Lésung von 24-stiindigen Schragagarkul-
turen; auch die Serumverdiinnungen wurden mit NaCl-Ldsung derselben
Konzentration hergestellt. Die ersten, mit Kaninchenantiserum vorgenom-
meneii. Agglutinationen wurden bei. +37° C gehalten... Als. ich aber mit

4
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Aalsera zu arbeiten begann, wurden zuerst auch Parallelversuche bei Zim-
mertemperatur (+18 bis +20° C) gemacht, indem ich von dem Gedanken
ausging, dass Agglutinine, die nur bei 37° wirksam waren, den Aalen nicht
zu Nutzen sein konnten (die eben angeflhrten Versuche Bergmans waren
mir damals unbekannt). Es zeigte sich denn, dass die Reaktion bei Zimmer-
temperatur meistens schneller verlief als bei 37°. Um zu erfahren, ob diese
Erscheinung mit den Temperaturen der agglutininbildenden Tiere im Zu-
sammenhénge stehen kénnte, ob also die von Warmbliitern gebildeten Agglu-
tinine bei 37°, die der KaltblUter bei niedriger Temperatur wirksamer waren,
wurden Parallelversuche auch mit Kaninchensera gemacht; in diesen Féllen
verlief aber die Reaktion meistens ebenso schnell bei Zimmertemperatur wie
bei 37°, in einigen Fallen sogar schneller bei Zimmertemperatur. Diese Er-
gebnisse haben mich zu dem Gedanken gefihrt, dass die optimale Tempera-
tur fur die Agglutination nicht durch diejenige des agglutininbildenden
Tieres, sondern durch die des zu agglutinierenden Bakteriums bedingt ist.
Aus diesem Grunde wurden spéater alle Agglutinationsversuche bei Zimmer-
temperatur ausgefiihrt.

Bei den Agglutinationen mit den Aalsera trat indessen eine andere Er-
scheinung auf, die mir zuerst ratselhaft erschien. Eine Agglutination mit
Serum des Aals A und einer Aufschwemmung des Stammes Aal V (Zimmer-
temp.) zeigte nach 1 Stunde wie auch nach 4 Stunden deutliche Flockung
noch in der Verdlinnung 1:20.480, nach 24 Stunden aber nur bis 1:2.560;
mit dem Serum Aal B waren die entsprechenden Werte bei Zimmertempera-
tur 1: 2,560, 1:5.120 und 1:1.280, bei 37° 1:2.560, 1:2.560 und 1:640! Um
zu priifen, ob die gleichmassige Triibung in jenen Rohrchen, in welchen nach
1 bzw. 4 Stunden die Flockung deutlich war, durch Verunreinigungen bewirkt
sein konnte, wurde Material aus diesen Réhrchen auf Agarplatten gestrichen
es wuchsen indessen ausschliesslich Vibrionenkolonien hervor. Da bekanntlich
die Agglutination nur bei Anwesenheit von. Kochsalz stattfindet, und die Aal-
vibrionen an einen verhaltnisméssig hohen Salzgehalt angepasst sind (vgl.
oben p. 17 ff.), lag der Gedanke nahe, dass der Salzgehalt der verwendeten
0,5 % NaCl-Losung nicht ausreiche, um ein dauerndes Zusammenflocken
der Vibrionen zu bewirken. Es wurden deshalb fur weitere Agglutinations-
versuche sowohl die Aufschwemmungen des Antigens, als auch die Serum-
verdiinnungen mit einer 2 % NaCl-Loésung hergestellt, und hiedurch wurde
auch in der Tat jede Auflésung einer einst eingetretenen Flockung verhindert.
Es scheint mir also, als ob wir es auch in diesem Falle mit der Tatsache
zu tun hatten, dass die Agglutination bei den optimalen Bedingungen der
zu agglutinierenden Bakterienart am besten vor sich geht. Als eine weitere
Stitze dieser Annahme kann wohl die Beobachtung angefiihrt werden, dass
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sich die in Rede stehenden Vibriostamme nach jahrelanger Ziichtung auf
Schragagar mit gewohnlichem Salzgehalt, die ja ein Herabsetzen der Lebens-
moglichkeiten in hoheren Salzkonzentrationen bewirkte (vgl. oben p. 18),
nunmehr in 0,85 % NaCl-Lésung agglutinieren lassen, ohne dass es dabei
zu einem Rickgang einer einst eingetretenen Flockung kommt. Andererseits
trat diese Erscheinung, und zwar im Kaninchenantiserum wieder auf bei
den jlngst gepriften Stammen H I, H 11, Sch 6, 10, 16 und 24, von welchen
wenigstens die Sch-Stdmme auf Agar mit erhéhtem Salzgehalt (vgl. Scha-
perclaus 1934, p. 215) weitergeziichtet wurden.

Aus den oben angefiihrten Tatsachen scheint mir also folgende Schluss-
folgerung mdoglich oder wenigstens denkbar: die Tatsache, dass die Agglu-
tination der flr Warmbliter pathogenen Bakterien am besten in physiolo-
gischer Kochsalzlésung bei + 37 °C vor sich geht, ist nur ein Spezialfall des
allgemeineren Gesetzes, dass die optimalen Bedingungen der Agglutination
mit den optimalen Bedingungen des zu agglutinierenden Bakteriums zusam-
menfallen. Inwieweit diese Betrachtungsweise Gemeingultigkeit besitzt, kann
natlrlich erst durch weitere Untersuchungen an umfangreichem Material
festgestellt werden.

I11. Allgemeine Schlussfolgerungen.

1. In welcher Ausdehnung ist die Agglutinationsmethode als diagnostisches
Hilfsmittel verwendbar?

Die Agglutinationspriifung hat bekanntlich in der bakteriologischen Dia-
gnostik als spezifisches Diagnosticum grosse und allgemeine Verwendung
gefunden. Es ist aber von verschiedenen Autoren der Wert der Agglutination
als diagnostische Methode in Zweifel gezogen worden (vgl. z. B. Schaperclaus
1930, p. 364), und es muss natlrlich zugegeben werden, dass sie in gewissen
Féllen Gberschatzt und allzu einseitig benutzt wurde. In dem Falle aber,
wo sich Bakterienstimme, deren Kultureigenschaften bereinstimmend sind,
auch in agglutinatorischer Hinsicht gleichartig verhalten, ist wohl an ihrer
Identitat nicht zu zweifeln. Um ein Beispiel aus den uns jetzt beschaftigenden
Vibrionen zu wéhlen, so kénnen wir wohl die Stdmme Aal | und Aal V
als identisch betrachten, ebenso wie die Stdimme Aal IV, P I und P |1 bzw.
H I, H Il, Sch 6, 10, 16 und 24. Oder: wenn man z. B. aus einem kranken
Fisch unserer Kiistengewasser Vibrionen reinziichtet, die sich von einem mit
dem Stamm H | hergestellten Kaninchenserum annédhernd oder ganz bis
zur Titergrenze agglutinieren lassen, so konnen sie wohl ohne vorherige,
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zeitraubende Prifungen in allerlei Kulturmedien als V. anguillarum B
bezeichnet werden. Die Ergebnisse der oben geschilderten Agglutinations-
prufungen der mir vorgelegenen Vibrionen kénnen meines Erachtens dagegen
nicht in der Weise gedeutet werden; dass die funf Agglutinationstypen
ebenso viele Vibrio-Arten oder -Formen ausmachen sollten; sie kénnen nur
als funf verschiedene Agglutinationstypen innerhalb einer und derselben Art
angesehen werden. Auch muss man natlirlich damit rechnen, dass es ausser
diesen funf Agglutinationstypen auch noch andere geben kann; Vibrionen,
die durch diese Sera nicht agglutiniert werden, konnen also trotzdem sehr
wohl der Art anguillarum angehdren.

Wenn man die Vibrionen schon in Reinkultur hat, oder wenn man sie
einer noch geschlossenen Beule entnehmen kann, so ist eine Prifung gegen
bekannte Sera in IVasVbi-Glasern sehr leicht ausfihrbar. In Fallen von
Mischinfektionen kann natirlich das Bild der Agglutination durch das
Heranwachsen von nicht agglutinablen Bakterien verwischt werden. ES muss
dann wenn mdglich die Zusammensetzung des Agars derart verandert werden,
dass die nicht gewilinschten Bakterien in ihrer Ausschwemmung verhindert
sind, ohne die gesuchten Bakterien dadurch zu beeinflussen. Zwecks
paratyphus-Diagnose hat Wassén gefunden, dass ein Zusatz von Natrium-
selenit und Brilliantgriin die im Fézesmaterial stets reichlich vorhandenen
eoH-Bakterien stark hemmt, ohne auf eventuell vorhandene paratyphus-
Bakterien eine hemmende Wirkung auszuliben. Fur V. anguillarum ware
natlrlich ein erhohter NaCl-Gehalt des Agars das erste, woran man in diesem
Zusammenhénge denken konnte. In Versuchen mit halbfestem Agar von
3 % NaCl-Gehalt (also das 10facile der urspriinglich vorgeschriebenen Menge)
habe ich gefunden, dass verschiedene mir vorliegende Stamme von V. anguilla-
rum nur wenig, andere Bakterien, wie V. piscimn, Ps. punctata und fluores-
cens sowie einige als B. proteus und paracoli bestimmte Arten dagegen sehr
stark gehemmt werden ; wird ein V. anguillarum-Stamm zusammen mit einem
dieser Bakterien in ein Glas geimpft, so entsteht zuerst eine klare Zone um
den mit dein homologen Vibrioserum durchtréankten Papierstreifen herum, die
erst mehrere Stunden spater, oft erst am folgenden Tage, durch die anderen
Bakterien getriibt wird. Diese Versuche wurden jedoch mit, alten Labora-
toriumstdmmen angestellt; inwieweit sich diese Methode auch in den Féllen
bewahren wird, in welchen man z. B. Impfmaterial flr die Gléaser direkt
aus offenen Geschwiren kranker Fische oder aus dem Blute bzw. den Orga-
nen schon verendeter Exemplare nimmt, habe ich leider keine Gelegenheit
gehabt zu prufen.

Diese Art der Diagnostik, also mit unbekannten Bakterien gegen bekannte
Sera, ist aber nicht die. einzig mdgliche. . Mit...der. Feststellung, dass Fische
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besitzen, ist nahmlich auch die schon von Aaser beachtete Mdglichkeit
gegeben, unbekannte Sera gegen bekannte Bakterien zu prifen, um daraus
Aufschliisse Uber die Natur der Krankheit zu erhalten. Schon in den oben
besprochenen Impfaalen A VII und B X haben wir Beispiele hiervon ge-
funden. An dieser Stelle mdchte ich ein weiteres Beispiel anfihren. Am
10. XI1. 1932 wurden einige Aale eingekauft, die angeblich an der Kiste in
der Nahe von Stockholm gefangen worden waren. Einer derselben hatte zwei
etwa 3 cm lange hautlose Stellen knapp hinter einander am Bauch, die von
stark hédmorrhagischer, zum Teil nekrotisierter Haut umgeben waren; starke
Hautrétungen waren auch an der rechten Seite des Kopfes, an der After-
flosse sowie um den After herum zu beobachten. In ein Aquarium eingesetzt,
fuhlte der Aal wackelnde ' Schwimmbewegungen aus und bildete, wenn
auf dem Boden liegend, mit dem Korper einen nach oben gerichteten Bo-
gen, derart dass die beschadigte Partie des Bauches mit dem Boden nicht
in Bertihrung kam. Um zu entscheiden, ob der Aal an einer fortgeschrittenen
Infektion litt oder nur wahrend der Hélterung beschéadigt worden war, wur-
den mit Material aus dem steril entnommenen Blute Kulturen auf Agarplatten
sowie in Bouillon angelegt. Beide blieben steril. Mit dem gewonnenen Serum
wurden Papierstreifen getrankt und in mit den Stimmen Aal 1V, Aal V,
Sch I und Sch XVII geimpften Glasern eingesetzt. Am folgenden Tage war
aas Glas mit dem Stamm Sch | positiv, in den Ubrigen Glasern waren aber
die ausgeschwarmten Vibrionen nicht gehemmt worden. Eine Réhrchenagglu-
tination zeigte, dass das Serum des Aals den Stamm Sch | bis zur Verdiinnung
1:640 agglutinieren konnte. Hiemit war ja erwiesen, dass der Aal an einer
anguillarum-Infektion gelitten hatte, und zwar durch Vibrionen desselben
Agglutinationstypus hervorgerufc-n, die im Jahre 1927 die Hechtpest bei
Rigen verursachten. Auch in vorgeschrittenen Krankheitsféallen, in welchen
Abimpfungen aus dem kranken bzw. toten Fisch negativ ausfallen, kann es
also moglich sein, durch derartige Prifungen von ”’Patientensera” gegen
bekannte Bakterienstimme eine Diagnose zu stellen.

2. Ist mit einer erworbenen Immunitat bei Fischen nach Uberstamdener
Infektion zu rechnen?

Wie ich schon oben bemerkt habe, ist wiederholt angenommen worden,
dass die Uberlebenden Fische eines verseuchten Bestandes Immunitdt gegen
den betreffenden Erreger erwerben, ohne dass meines Wissens fir diese
Anschauung direkte Beweise vorgebracht wurden; bei Schapcrclaus (1927,
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p. 118) wird allerdings Uber einen Aal berichtet, der zuerst als Versuchsaal
VI und, nachdem er sich erholt hatte, als Versuchsaal X aufs neue geimpft
wurde; er erholte sich ,,nach einiger Zeit wieder, das Tier war offenbar
immun geworden.”’ In Anbetracht dessen, dass er sich schon nach der ersten
Impfung erholte, scheint mir aber dieser Fall fur die vorliegende Frage nicht
besonders beweiskraftig. Da wir durch die oben angefiihrten Versuche gefun-
den haben, dass Fische sowohl nach kinstlicher, als auch nach natirlicher In-
fektion Agglutinine bilden, gewinnt aber die Annahme eine weitere Stiitze. Die
Bildung von Agglutininen ist zwar keine Immunitatsreaktion in dem Sinne
von Krankheitsschutz und geht ja bekanntlich nicht immer der Bildung
anderer Immunkorper parallel, in den meisten Féllen kann sie aber wohl
als Anzeichen von Antikorperbildung Uberhaupt aufgefasst werden, wie dies
z. B. bei der Schutzimpfung beim Menschen gegen Typhus u. s. w. geschieht.
Wir konnen also nunmehr, wenigstens in gewissen Féllen (hinsichtlich der
ansteckenden Bauchwassersucht beim Karpfen scheint dies nach Schaperclaus
1933 p. 4 nicht der Fall zu sein) damit rechnen, dass die Uberlebenden
Fische eines verseuchten Bestandes Immunitat gegen den betreffenden
Erreger erwerben. Gerade hinsichtlich der von V. cmguillarum hervorgerufe-
nen Rotseuche unserer Aalbestdnde sind aber die Verhéltnisse etwas kompli-
zierter. Wenn Schéaperclaus (1934, p. 213) sagt: ’Glicklicherweise kann mit
einer allmahlichen Immunisierung der Aalbestande gerechnet werden’, so
scheint mir dies nur zum Teil, und zwar in bezug auf die Fressaale unserer
Kustengewasser zutreffend und ist wohl auch nicht anders gemeint; die
alljahrlich aus den Seen und Flissen des Ostseegebietes herauswandernden
Blankaale haben ja wéhrend ihres Aufenthaltes im Sisswasser keine Ge-
legenheit gehabt, mit diesen Krankheitserregern infiziert zu werden und
haben folglich auch keine Immunitdt gegen sie erwerben konnen; sie sind
folglich immer der Gefahr ausgesetzt, bei der Auswanderung durch die Ostsee
infiziert zu werden. Ebenfalls muss man den Umstand im Auge behalten,
dass die Krankheitserreger in verschiedenen Agglutinationstypen Vorkommen,
und dass eine Uberstandene Infektion mit einem Erreger des einen Typus
anscheinend nicht Immunitat gegen Erreger anderer Typen derselben Bak-
terienart bewirken.

Sehr lehrreich in dieser Hinsicht scheint mir ein Studium der Epidemi-
ologie der Vibrionenseuchen in der Ostsee wahrend der letzten Jahrzehnte
zu sein. Bis 1931 sind, von Einzelfallen abgesehen, hauptsachlich die Aal-
rotseuche im Bezirk von Rigen und Stralsund in den Jahren 1925—26 sowie
die Hechtpest bei Rugen in den Jahren 1925—27 zu verzeichnen. Besonders
beziiglich der ersteren bemerkt Schaperclaus (1934, p. 202), dass in erster
Linie grosse, blanke Wanderaale erkrankten. Bei der im Jahre 1931 sowohl
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an den deutschen als auch an den danischen Ostseekisten aufflackernden
und im Jahre 1932 noch andauernden Epidemie wurden aber auch die
Wohnaale in grosser Ausdehnung von der Krankheit befallen. Beziiglich der
deutschen Verhdltnisse sagt Schaperclaus (1934, p. 204) : ’Zusammen]assend
kann also Uber den Verlauf der Vibrio-anguUlarum-Seuche in den letzten
Jahren festgestellt werden, dass im Gegensatz zu friiher, wo im. Frihjahr die
Hechte und im Herbst die Wandtraub erkrankten, eine Massenerkrankung
der Wohnaale in sdmtlichen Bodden und Buchten der Ostsee mit hinreichen-
dem Salzgehalt aufgetreten ist.

Ich stelle mir auf Grund der bisherigen Befunde den Verlauf der Epidemie
in ihrer Gesamtheit so vor, dass zunachst die Anfalligkeit der Fische mass-
gebend war fir das Auftreten und die Ausbreitung der Seuche, es erkrank-
ten die in der Laichzeit anfalligen Hechte und die anfédlligen Wanderaale.
Nunmehr aber, nachdem die Virulenz, insbesondere, wenn ich einmal so sagen
darf, die Aalvirulenz der Erreger stark gestiegen ist, ist fur den Umfang
der Aalseuche ein andrer Faktor massgebender geworden, namlich die hohere
Wachstums- und Vermehrungsgeschwindigkeit der Vibrionen bei Tempera-
turen von annahernd 20 °C und mehr.

Relativer Sauerstoffmangel und leichte Verunreinigung des Wassers mdgen
allerdings gleichzeitig die Lebensumstdnde der Aale in den Bodden im
Sommer verschlechtern, ihre Anfalligkeit erhéhen, ohne auf Vermehrung und
Angriffskraft der Erreger hemmend zu wirken.”

Ohne die Richtigkeit dieser Erklarung verneinen zu wollen, scheint mir
aber die Mdglichkeit vorzuliegen, diesen Erscheinungen eine andere Deutung
zu geben. Wenn wir die allerdings sparlichen bakteriologischen Befunde
zusammenstellen, so ergibt sich etwa folgendes. Alle aus der sudlichen Ostsee
und den angrenzenden Gebieten vor dem Jahre 1931 néher untersuchten
Vibrionen, wenn wir von den Dorschvibrionen absehen, gehéren unzweifelhaft
zu dem oben nadher charakterisierten A-Typus und zwar, soweit bekannt,
den Agglutinationstypen Aal IV, A V und Sch I; es ist zu bedauern, dass
die aus dem Jahre 1925 aus Riugen stammenden Aalvibrionen nicht mehr
vorhanden sind, so dass nichts Uber ihre agglutinatorischen Eigenschaften
ermittelt werden kann; ihre Zugehorigkeit zum A-Typus ist allerdings durch
ihre Fahigkeit, Indol zu bilden, Gber jeden Zweifel erhaben. Alle jene Vibrio-
nen, die in den Jahren 1931—32 an der deutschen und der danischen Kiste
gewonnen wurden, sind dagegen mit Ausnahme des einen Stammes aus Lu-
beck (vgl. p. 27) zum Typus B zu rechnen; sie scheinen, nach den von mir
untersuchten sechs Stammen zu urteilen, alle einem einzigen, von den drei
eben erwdhnten verschiedenen Agglutinationstypus anzugehéren.
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Ich stelle mir die Sache nun so vor, dass der Bestand der Wohn- oder
Fressaale in der sudlichen Ostsee in den 20er Jahren gegen V. anguillarum A
zum grossen Teil schon immun war (es wurden ja hauptséchlich die aus
Suisswasser herauswandernden Blankaale befallen), und dass dies nach der
Epidemie 1925—27 auch mit den Hechten und den anderen stationéren Fisch-
arten der Fall war. Gegen den seit 1931 auftretenden anguillarum B half
aber diese Immunitdt der Wohnaale nicht, sie wurden deshalb ebenso wie
die Wanderaale angegriffen. Es scheint mir ferner nicht unwahrscheinlich,
dass die Erreger des B-Typus mit dem, Oberflichenwasser des baltischen
Stromes weiter nordwarts befordert wurden und auf diese Weise zu den in
der Einleitung erwéhnten Aalsterben an der Westkiste Schwedens im Jahre
1932 und an der Sildwestkiste Norwegens im Jahre 1933 Anlass gaben;
leider liegen ja von diesen Epidemien keine bakteriologischen Untersuchungen
vor, diese Frage muss also unbeantwortet bleiben.

Fur die Wohnaale dieser Gebiete, wenigstens flr die des Ostseegebietes,
kann man wohl damit rechnen, dass sie allmahlich in grossem Umfange auch
gegen anguillarum B immun werden. Besonders interessant ware zu erfahren,
ob die Aale in den ersten Lebensjahren an unseren Kisten eine anguillarum-
Infektion leichter (berstehen als bei vorgeschrittenerem Alter, also etwa wie
dies gegen Scharlach, Masern und andere Kinderkrankheiten beim Menschen
der Fall ist.

Mit obiger Auseinandersetzung will ich indessen nicht gesagt haben, dass
der anguillarum B ein etwa um 1930 neu entstandener Typus sei, obwohl
eine derartige Deutung rein theoretisch nicht ganz in Abrede zu stellen ist;
er ware wohl dann am ehesten aus dem ebenfalls im Rigener Gebiet friiher
vorhandenen, durch den Stamm Sch | vertretenen Agglutinationstypus her-
vorgegangen, der ja unter den von mir untersuchten Stdammen am schwachsten
Indol bildete und auch in agglutinatorischer Hinsicht dem anguillarum B
am nachsten zu stehen scheint. Ich stelle mir vielmehr vor, dass er auch
friher vorhanden war, ohne als Seuehenerreger eine grossere Rolle gespielt
zu haben. Als in den letzten Jahren, wie es Schaperclaus anzunehmen scheint,
die Lebensumstdnde der Aale verschlechtert und ihre Anfalligkeit dadurch
erhéht war, ohne dass die dies bewirkenden Faktoren auf die Vermehrung
und Angriffskraft der vorhandenen Vibrionen hemmend wirkten, waren ja
jene Vibrionen im Vorteil, gegen welche die geringste Immunitat des Aal-
bestandes vorhanden war, was ein Uberhandnehmen derselben zur Folge
hatte.

Ich bin mir sehr wohl bewusst, dass ich mit diesen Auseinandersetzungen
einen sehr hypothetischen Boden betreten habe; es geschah aber mit voller
Absicht. Gerade weil ich der Meinung bin, dass die zur Zeit wenig erforschten
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epidemiologischen Fragen bei Fischen auch von grosser praktischer Bedeutung
sein konnen, habe ich hiedurch die Aufmerksamkeit darauf richten wollen,
dass bei den Untersuchungen Uber die bakteriellen Fischkrankheiten die
serologischen Beobachtungen ihre Bedeutung fir das Verstdndnis vieler
Frl'cllgen haben kodnnen und deshalb nicht allzu sehr vernachlassigt werden
sollten.

3. Ist eine Schutzimpfung gegen Bakterieninfektionen hei Fischen denkbar
oder mdglich?

Mit der Feststellung, dass Fische gegen eingeimpfte Bakterien Antikorper
bilden und somit allem Anschein nach immunisiert werden koénnen, ergibt
sich die Frage von selbst, ob eine Schutzimpfung von Fischen auch praktisch
mdoglich wére. Es ist wohl Uberflissig besonders zu betonen, dass mit Rick-
sicht auf die Fischbestdnde der freien Gewésser eine solche Massnahme
undenkbar ist. Bei der Bek&mpfung der von Vibrio anguillarum hervor-
gerufenen Seuchen unserer Kistengewésser muss sie also leider ganz ausser
Acht gelassen werden.

Anders verhalt es sich aber mit den Zuchtfischen der Teichwirtschaft, die
ja meistens ein- bis zweimal jahrlich beim Abfischen durch die Hand des
Zlchters gehen. Der Gedanke, Teichfische zu immunisieren ist schon von
mehreren Seiten vorgebracht worden, ohne dass er meines Wissens jemals
in die Tat umgesetzt wurde. So &dussert z. B. Schéperclaus in seinem ge-
dankenreichen Vortrag: ' Bakterielle Karpfenseuchen, ihre Bedeutung und
Bekdampfung in der Teichwirtschaft,” (1933, p. 7): “Die Starkung der
"W iderstandsfahigkeit durch Schutzimpfung endlich, die entweder durch
Einspritzung abgeschwéachter Krankheitserreger (aktive Immunisierung)
oder durch Einspritzung von Immunserum (passive Immunisierung)
oder durch ein kombiniertes Verfahren (Simultanschutzimpfung) herbeige-
fuhrt werden konnte, scheitert wieder an der Kostenfrage. Eine natirliche
Immunisierung durch absichtliche Ansteckung aller Fische zu einem gin-
stigen Zeitpunkt verspricht keinerlei Erfolg, denn es muss angenommen
werden, dass sie lediglich zur stummen Infektion des Verdauungskanals und
nicht zur Immunisierung fur das ganze Leben fuhrt.”

Durch die im Kap. Il oben angefiihrten Ergebnisse hinsichtlich der Anti-
korperbildung bei Fischen scheint mir die Frage der Moglichkeiten, bak-
terielle Erkrankungen unserer Zuchtfische durch Schutzimpfung vorzu-
beugen, in ein derartiges Stadium getreten zu sein, dass sie aufs Neue zur
Diskussion gestellt werden kann.
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Was zuerst die Kostenfrage anbelangt, so hat Schéaperclaus gewiss darin
recht, dass sie in vielen, vielleicht sogar in den meisten Féllen, einer Schutz-
impfung des ganzen Fischbestandes einer Teichwirtschaft hindernd im Wege
steht; es wirde aber wohl bei gewissen Gelegenheiten schon von grossem
Vorteil sein, wenn nur ein Teil des Bestandes, und zwar dann wertvollere
Stiicke, wie z. B. Laichkarpfen und dergl., bei drohender Gefahr auf diese
Weise geschiitzt werden kénnten.

Zweitens mdchte ich darauf hinweisen, dass die Gefahr, durch eine aktive
Immunisierung stumme Infektionen hervorzurufen, damit wegféllt, dass die
Einimpfung inaktivierter, also abgetdteter Bakterien eine ebenso starke
Auslosung der antikorperbildenden Kréafte des Organismus zu bewirken
mscheint, als wenn lebende Bakterien dazu ben(itzt werden. In der Tat scheinen
mir durch die Feststellung, dass schon eine einmalige Einspritzung einer
verhéltnismassig kleinen Menge inaktivierter Bakterien geniigt, um die
Antikdrperbildung hervorzurufen, drei wichtige Voraussetzungen fir eine
praktische Durchfiihrung von Schutzimpfungen gegeben.

Die weitaus grossten Schwierigkeiten bei der praktischen Verwendung der
Schutzimpfung scheinen mir indessen darin zu liegen, ein geeignetes Impf-
material zu erhalten. Wie wir aus den obenstehenden Untersuchungen
gesehen haben, setzt sich V. anguillarum aus mehreren Agglutinationstypen
zusammen, und wir fanden ja auch, dass diese derart spezifisch sind, dass
eine Einimpfung mit Material des einen Typus die Bildung von Antikdrpern
oder wenigstens von Agglutininen nur gegen diesen, nicht aber gegen die
Ubrigen Typen bewirkt. Dass sich auch andere Krankheitserreger der Fische
aus mehreren Agglutinationstypen zusammensetzen, habe ich u. a. bei Pseu-
domonas punctata konstatieren kénnen. Es muss also von Fall zu Fall eine
serologische Priifung der seuchenerregenden Bakterien vorgenommen werden
um festzustellen, ob schon ein Stamm als Antigen geniigt oder ob deren
mehrere dazu verwendet werden missen. Dass solche Untersuchungen
zeitraubend sind und folglich auch eine friihzeitige Verwendung der Schutz-
massnahmen verhindern kénnen, versteht sich von selbst.

Zusammenfassend mochte ich also hervorheben, dass wir von einer prak-
tischen Ausniitzung der Schutzimpfung noch weit entfernt sind; es ist noch
notig, unsere Kenntnisse mancher damit zusammenhangender Fragen durch
Beobachtungen und Versuche zu vertiefen und zu erweitern. Die Mdglich-
keit, unter gewissen Bedingungen und in gewisser Ausdehnung eine Schutz-
impfung als Hilfsmittel bei der Bekampfung von bakteriellen Krankheiten
unserer Zuchtfische zukinftig verwenden zu konnen, ist indessen meiner
Meinung nach nicht ohne weiteres abzufertigen, sie scheint mir vielmehr in
erreichbarer Nahe zu liegen.
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Svensk resumé.

Foreliggande arbete utgor resultaten av bakteriologiska undersdkningar
over en hos fiskar sjukdomsalstrande bakterie, Vibrio anguillarum Bergman,
kanske framst kand som alstraren av rédsjukan eller roda boldsjukan hos al i
saltvatten. Arbetets forsta upprinnelse bestod i undersokning av en hdsten
1930 till K. Lantbruksstyrelsen insénd, sjuk al; da jag denna tid arbetade pa
Halsovardsnamndens bakteriologiska laboratorium i Goteborg, erbjod sig ett
lampligt tillfalle att mera ingdende studera sjukdomsalstraren i fraga.

Fran borjan endast avsedd att faststdlla sjukdomsorsaken, svéllde denna
undersdkning ut till att beréra mera allménna problem, bland annat den hit-
tills foga utredda fragan om fiskars formaga att alstra motgifter (antikrop-
par) mot bakterier; ett mera allsidigt behandlande av dessa senare fragor har
kunnat ske endast tack vare de utmarkta méjligheter till experimentella un-
dersdkningar som den nyinrattade Undersoknings- och forstksanstalten for
sotvattensfisket erbjuder.

Den sjukdomsalstrande bakterie, som det har ar fraga om, beskrevs forst
av framlidne professor A. Bergman fran sjuka alar vid Limhamn. Den har
sedan visat sig kunna upptrada som sjukdomsalstrare hos ett flertal olika
slag av vara kustfiskar. Salunda fann Bergman den nagra ar senare sasom
framkallande en 6gonsjukdom hos torsk vid Skanes sydkust och han erholl
den vidare vid undersdkning av ett fall av tandkéttsinflammation hos gadda
fran Sodermanlands skargard. Yid de av Schaperclaus undersokta farsoterna
pa &l och gadda vid Rlgen och Stralsund i mitten av 1920-talet liksom under
senaste aren har den likaledes konstaterats vara sjukdomsalstraren och slut-
ligen hava de danska forskarna Brunn och Heiberg funnit den framkalla al-
dod i de danska kustvattnen ar 1931; av dessa forskare beskrevs den emel-
lertid som en ny art, V. anguiliicida.

De av mig iakttagna fallen &ro féljande :

1) 1 oktober och november 1924 antraffades i Gaso Ranna ej langt fran
Kristinebergs zoologiska station i Bohuslan torskar med 6gonsjukdom pamin-
nande om den av Bergman fran Skanes sydkust beskrivna. Da jag pa den
tiden ej hade tillfalle att utfora bakteriologiska undersdkningar inséndes ma-
terialet till Statens veterinarbakteriologiska anstalt i Stockholm, varifran
meddelades, att atminstone i ett fall en bakterie patraffats som tycktes vara
identisk med Bergmans vibrioner fran torsk och att i ett par andra fall de
sjukliga forandringarna dverensstdmde med de av Bergman beskrivna.
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2) Andra fallet var den nyss omtalade till Lantbruksstyrelsen insédnda
sjuka alen. Den hade fangats 16 september 1930 vid Grasgard pa Olands
ostkust i ett albottengarn. Yid efterfrigan meddelades att man har ej sett
nagra flera sjuka eller doda alar.

3) Vid ett besok i Limhamn i april manad 1931 erfor jag av fiskare dar-
stades, att man sa gott som arligen patraffade rodsjuka alar liksom vid Berg-
mans undersokning for 25 ar sedan; det har emellertid ej lyckats mig att for
narmare undersokning erhalla nagot material darifran.

4) Hosten 1931 inlamnades till Halsovardsnamndens bakteriologiska labo-
ratorium fran Gaéteborgs Sjofartsmuseums akvarium en sjuk piggvar, i vilken
likaledes V. anguillarum antraffades. Man meddelade fran akvariet att i de
stora saltvattensakvarierna nastan arligen upptradde fiskdod da vattnet var
som varmast; det var framforallt torsk- och flundrefiskar som angrepos men
aven andra sasom knot, snultrefiskar o. s. v. Sjukdomstecknen voro de vid
rédsjuka vanliga: hudrodnader, blodspréangda, senare upprispade fenor och i
nagra fall dven blindhet.

5—6) Slutligen har jag vid blodundersokning av alar i tvenne fall kunnat
faststdlla att alarna ifraga, fdngade den ena utanfor Goteborg, den andra i
Stockholms skargard, tidigare maste ha varit behaftade med namnda sjuk-
domsalstrare.

Utom de nu namnda fynden, vid vilka alla antraffats vibrioner, kanner
man en hel rad fall av fisksjukdomar, framforallt av rodsjuka hos al utefter
vara kuster liksom utefter de danska, utefter norska skagerackkusten liksom
vid tyska ostersjokusten, vilka visserligen ej blivit bakteriologiskt undersokta
men dar sjukdomsalstraren med all sannolikhet likaledes varit vibrioner. Det
torde alltsa av ovan berdrda forhallanden framga, att den har behandlade
bakterien sasom alstrare av fisksjukdomar utefter de nordiska landernas kus-
ter spelar en synnerligen viktig roll och darfor i hogsta grad ar vard att nog-
grant studeras.

Sasom i den utforliga texten narmare behandlats, kan Yibrio anguillarum
karakteriseras pa foljande satt: Kommaformiga, med ett gissel forsedda,
livligt rorliga, gramnegativa bakterier utan spor- eller kapselbildning, vilka
smaélta gelatina (gelatinastiekkultur koleralik), bilda ej gas men syra i druv-
socker och maltsocker, bilda ej vatesvavla, sakna reduktionsformaga, aro ha-
molytiska (blott faststéallt for vissa stammar), saltbehévande (undre NaCl-
grans ca 0,07 %) och sjukdomsalstrande hos fiskar.
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Med avseende pa forjasning av rorsocker och mannit liksom betraffande
formaga att bilda indol forhalla sig emellertid de hittills undersokta stam-
marna, olika. Man kan darfor urskilja en A,-form (forma typica) som dager
formaga att bilda syra i de namnda sockerarterna och som dessutom ar indol-
bildare och en B-form (forma anguillicida), som saknar dessa egenskaper.
Huruvida den i 6gat hos torskar funna formen, vilken uppgives kunna bilda
sjxa dven i mjolksocker, en egenskap som de Ovriga sakna, representerar en
sarskild typ torde forst kunna avgoras efter en fornyad undersokning.

For att faststalla, huruvida de av mig funna vibriostammarna verkligen
voro sjukdomsalstrande, hava en rad forsok med inympning alv vibrio-material
pa friska alar och andra fiskar verkstéllts. | regel ha de ympade fiskarna
insjuknat i typiska rddsjukesymptom, och i en del fall ha forsoksdjuren dott
som foljd av ympningen. Ofta ha hos alarna de av Bergman beskrivna bol-
derna uppstatt, i regel vid ympstallet men i atminstone ett fall ratt langt
bort fran detta.

I de fall dd de ympade fiskarna tillfrisknade, verkstalldes undersokningar
over blodserums halt av vissa motgifter eller antikroppar (agglutininer),
nagot som tidigare till synes ej blivit utfort. Da i samtliga dessa fall en
stark agglutininbildning kunde faststéllas, har denna for forstaelsen av infek-
tionssjukdomarna hos fiskar principiellt viktiga fraga belysts genom talrika
experiment. Resultaten av dessa undersokningar kunna sammanfattas i fol-
jande punkter:

1) Fiskar (al, sutare, abborre, lake) reagera mot inympning av bakterier
genom bildandet av agglutininer.

2) Serums agglutininhalt ar i allmanhet hég och agglutininerna aro lika
specifika som de hos varmblodiga djur bildade.

3) Agglutininbildning framkallas saval av levande som av vid mattlig var-
me dodade (inaktiverade) bakterier.

4) Agglutininbildningen forsiggar avsevart hastigare vid hogre (18—
20° C) é&n vid lagre (7—10° C) temperatur.

Da agglutininbildning far anses som ett uttryck for formagan att alstra
motgifter mot bakterier dver huvudtaget, eller att med andra ord framkalla
immunitet, d. v. s. oemottaglighet for bakterien ifraga, synas alltsa vissa for-
utsattningar givna for att i praktiken kunna utféra skyddsympning av fiskar.
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