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Aus dem bakteriologisch-serologischen Laboratorium der
Veterinaria A.G. Zirich.

Zur Differenzierung der Brucellen.

.Von Dr. med. vet. G. Kilchsperger.

Unter dem Begriffe Brucellen faBit man heute Erreger zusam-
men, die beim Menschen und bei manchen Haustieren ganz be-
stimmte Krankheitsbilder verursachen. Diese sind charakterisiert
durch sich wiederholende Bakteridmien und durch hiufige lokale
Organverinderungen entziindlich-nekrotischen Charakters. Be-
kannt sind diese Erscheinungen beim Menschen unter dem Begriffe
Maltafieber, undulierendes Fieber oder Morbus Bang. Bei unsern
Haustieren geht die Erkrankung, nach Lokalisation der Erreger im
trichtigen Uterus und Ausbildung einer nekrotlschen Plazentitis,
hauﬁg mit Abortus einher.

Seit den Arbeiten von Huddleson (1929) werden in der Gattung
der Brucellen drei Vertreter unterschieden :

1. Brucella melitensis, entdeckt von Bruce im Jahre 1887
als Erreger des Maltafiebers des Menschen.

2. Brucella abortus Bang, im Jahre 1896 durch Bang und
Stribolt als Erreger des seuchenhaften Verwerfens beim Rmd
identifiziert. , :
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3. Brucella suis. Der Amerikaner Traum isolierte 1914 aus
einem abortierten Schweinefét ein Bakterium, das morphologlsch
von Brucella abortus Bang nicht zu unterschelden war.

Fiir den Menschen sind alle drei Vertreter pathogen Beim
Rinde wurden bisher Br.abortus Bang und selten auch Br.meliten-
sis und Br.suis gefunden. Beim Schweine steht Br.suis an erster
Stelle, doch ist die Bedeutung von' Br.abortus Bang noch nicht
endgiiltig geklirt. Pferde infizieren sich wahrscheinlich meist mit
Br.abortus Bang durch engen Kontakt mit Rindern, leider fehlen
aber diesbeziigliche bakteriologische Untersuchungen.

Fur die Epidemiologie der Brucellose des Menschen und der
Tiere ist die Frage nach dem Typ stets von Bedeutung, denn aus
dem Typ kann auf den Infektionsweg geschlossen werden und dar-
nach haben sich in erster Linie die vorsorglichen Bekidmpfungs-
maflnahmen zu richten. Bedeutungsvoll scheint uns insbesondere
die Beziehung des Rinderabortus zur Brucellose des Schweines zu
sein. Die Frage, ob Br.abortus Bang unter natiirlichen Bedingun-
gen auch auf das Schwein tibergeht, oder ob es sich beim Schwein
um eine vom Rinderabortus unabhéngige, selbstindige Infektion
handelt, ist bei uns bis heute noch nicht endgiiltig geklért.
~ Nachdem sich die Brucellose des Schweines in den letzten
‘Jahren in der Schweiz stark ausgebreitet hat, schien es uns an-
| gezelgt zur Klirung dieser Frage beizutragen.

' In Nordamerika kommt der Schweineabortus unabhanglg vom
Rinderabortus vor und ist stets verursacht durch Br.suis. Auch aus
den nordeuropalschen Landern liegen Nachrichten vor, nach denen
dort Br.suis als Erreger von Abortus beim Schwein auftritt. In den
Niederlanden wurde bisher die Schweinebrucellose noch nicht mit
Sicherheit festgestellt obwohl die Brucellose des Rindes weitver-
breitet zu sein scheint. Auch aus Deutschland und aus RufBland
wurde zu wiederholten Malen iiber Brucellosefille beim Sc¢hwein
berichtet, es fehlen jedoch meistens genaue Differenzierungen der
gefundenen Stdmme. Die Meinungen sind dort geteilt, der Anteil
von Br.abortus Bang an der Brucellose des Schweines ist jedenfalls
nicht abgeklirt.

Meldungen iiber experimentelle Ubertragungen des Rinder-
abortus auf das Schwein liegen nur spérlich vor. Aber schon
Schroder stellte fest, dall Schweine sehr widerstandsfahig gegen-
iiber bovinen Brucellastdmmen seien. Die Infektion gelinge in der
‘Regel nur auf intravenésem Wege. Perorale Infektionsversuche
verliefen resultatlos, bisweilen kam es lediglich zur Antikérper-
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bildung. -Bedeutungsvoll scheint mir auch der Versuch von Axel
Thomsen zu sein. Er infizierte 9 Rinder und 8 Sauen mit Br.abor-
tus Bang. Alle Rinder abortierten, bei keiner Sau jedoch fiihrte die
Infektion zum Abortus. Die Infektion eines Rindes und eines
Schweines mit Br.suis hingegen 16ste bei beiden Tieren Abortus aus.

Auch aus den Erfahrungen aus den Vereinigten Staaten von
Amerika ergibt sich, daB eine Ubertragung von Br.suis auf das
Rind maglich ist. In diesem Falle bildet das Rind wiederum eine
Ansteckungsquelle fiir Schweine.

Bei unsern Untersuchungen gingen wir so vor, daf3 wir aus dem
an unser Institut eingesandten Abortusmaterial (Cotyledonen, Lab-
magen, Kalbs- und Schweineféten, Uterusschleim, Hoden) den
Brucellastamm herausziichteten und die reingeziichteten Stimme
sofort nach einer bestimmten Methodik differenzierten. Die Mor-
phologie liefert keine Anhaltspunkte fiir die Typisierung, ebenso
koénnen durch besondere Farbungsmethoden die einzelnen Typen
nicht auseinandergehalten werden. Eine Aufspaltung der Brucellen
in die einzelnen Typen gelingt nur auf Grund des Studiums ver-
schiedener Wachstumsbedingungen, von Wachstumsunterschieden
auf Differentialndhrbéden und nach ihrem Gasstoffwechsel.

1. Wachstumsbedingungen: Br.abortus Bang wéchst in
den Erstkulturen nicht bei Zutritt der gew6éhnlichen atmosphéri-
schen Luft. Fir die ersten Kulturpassagen wird eine reduzierte
0,-Spannung benotigt. Br.suis andrerseits wachst auch nach un-
sern Erfahrungen immer schon in den Primérkulturen sehr gut
unter normalen aeroben Verhédltnissen. Auch das Wachstum von
Br.melitensis soll nach einheitlichen Literaturangaben nicht an
bestimmte Gasverhaltnisse gebunden sein.

Aus dem Verhalten der Erstkulturen der verschiedenen Bru-
cellentypen kann somit bereits eine vorliufige Gruppierung vor-
genommen werden.

Wachstum Wachstum
bei verminderter 0,-Spannung in gew. atmosph. Luft
Br. abortus Bang : -+ —
Br. suis . -+ e
Br, melitensis + +

2. Verhaltender Stamme auf Differenzialndhrbéden:
Den Amerikanern Huddleson und Abell gelang schon 1928 die
Typendifferenzierung der Brucellen auf Grund von Wachstums-
unterschieden auf Farbnahrboden Sie fanden folgende Verhilt-
nisse:
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Leberagar mit Zusatz von:

‘ Thionin bas. Fuchsin Pyronin
Br. abortus Bang . . . . — 4+ i
Br.suis . . . . . ... -+ s —
Br. melitensis . . . . . + + 4+

Den mit dieser Methodik recht guten Erfolgen der Amerikaner
stehen zahlreiche MiBlerfolge anderer Autoren gegeniiber. Dies
diirfte wohl auf Abweichungen in der Technik und der Wahl des
Grundnéhrbodens und in der Herkunft der verwendeten Farb-
stoffe begriindet liegen. |

Italienische Autoren, zuerst De Santis, beniitzten zur Differen-
zierung die von Petragnani zur Ziichtung von Tuberkulosebakte-
rien eingefithrten Eierndhrbéden mit Malachitgriinzusatz und fan-
den ziemlich iibereinstimmend, daBl Br.melitensis auf diesem
Kulturmedium gut gedieh, wihrend Br.abortus Bang im Wachs-
tum vollstindig gehemmt wurde. Weitere Untersuchungen von
Schwarzmaier unter der Leitung von Zwick ergaben ferner, dafl
bei gleichzeitiger Verwendung von Eierndhrbéden mit und ohne
Malachitgrunzusatz zudem eine Unterscheidung von Br.abortus
Bang und Br.suis gelingt. Sie fanden folgende Trennungsmaoglich-
keiten:

Eierndhrboden nach Petragnani

ohne Malachitgrim = mit Malachitgriin
Br. abortus Bang . . . . —
Br.suis . . . . . . . . :

Br. melitensis . . . . .

+

Die Differenzierung mit Hilfe der Eiernihrboden ist nach
Schwarzmaier dem Verfahren nach Huddleson durch die eindeuti-

gen Ergebnisse be1 der Unterscheidung der- verschledenen Typen
iiberlegen.

++ |

3. Gasstoffwechsel: Bei der Differenzierung der Brucellen
wird oft auch das Schwefelwasserstoff- Bildungsvermogen der einzel-
nen Stamme beurteilt. Schon Huddleson fand, daBl Rinder- und
Schweinestimme unter gleichen Wachstumsbedingungen Blei-
acetatpapier schwirzen. Melitensisstimme andrerseits bilden
héchstens Spuren von Schwefelwasserstoff. Abweichungen von
dieser Regel wurden aber hiufig gesehen, so dafl das H,S-Bildungs-
vermogen allein fiir die Klassifizierung der Stdmme nicht maB-
gebend sein kann. Nach Kristensen sollen sich die déanischen
Schweinestdmme durch ihre schwache H,S-Produktion von den



560

amerikanischen Suistypen unterscheiden. Moglicherweise beruhen
diese Unterschiede auf der Verwendung verschiedener Néahrboden.
Vielleicht haben auch viele dieser zu Differenzierungsversuchen
beniitzten alten Laboratoriumsstdmme mit der Zeit ihren Gasstoff-
wechsel gedndert. Auch unter unsern Sammlungsstdémmen befindet
sich ein Schweinestamm (Porc. 305), der das Schwefelwasserstoff-
Bildungsverm('jgen verloren hat, sonst aber noch die Merkmale des
"Typ suis zeigt. S&mmlungsstamme sollten daher nur mit Vorsmht
zu Differenzierungs-Versuchen herangezogen werden.

Unsere Untersuchungen iiber Brucellendifferenzierungen stiitzen
sich vorliufig auf 14 selbst frisch isolierte Brucellenstimme und
‘mehrere seit lingerer Zeit gehaltener Sammlungsstdmme.

"Uber die Herkunft der einzelnen Stimme orientiert die tabella-
rische Zusammenstellung der Resultate.

~ Alle Brucellenstdmme, die sich schluBendlich als Br suis er-
wiesen, zeigten bereits in der Primérkultur gutes Wachstum bei
gewdhnlichen aeroben Verhédltnissen. Stdmme von Br.abortus
Bang hingegen gewoéhnten sich erst nach 4—7 Passagen bei ab-
nehmendem CO,-Zusatz an die normale atmosphérische Luft.

Zur weiteren Differenzierung versuchten wir zuerst die Methode
nach Huddleson mit Zusatz von Thionin, bas. Fuchsin oder Pyro-
nin in verschiedenen Konzentrationen zum Grundndhrboden. Die
Resultate fielen jedoch unbefriedigend aus, indem die Hemmung
durch einzelne Farbstoffe ungeniigend war. Eine Klassifikation der
Stdamme nach dieser Methodik gelang uns jedenfalls nicht. Erst als
wir zu den von De Santis und spéter von Schwarzmaier verwende-
ten Eierndhrboden utbergingen, war es uns moglich, die Br.-Stdmme
den einzelnen Typen zuzuordnen. Wir beniitzen dazu den Eier-
ndhrboden nach Petragnani in der Modifikation nach Saenz, wie
wir ihn auch fiir die Ziichtung von Tuberkulose-Erregern benéti-
gen. Sowohl mit den vorhandenen Laboratoriumsstdmmen als auch
mit den laufend aus Organen geziichteten Brucellen erhielten wir
einheitliche und stets klare Ergebnisse. Br.abortus Bang zeigte
‘dabei auf Eierndhrbéden tiberhaupt kein Wachstum. Br.suis hin-
gegen wuchs tippig auf Petragnanimedium ohne Malachitgriin. Die
vorhandenen Sammlungsstémme von Br.melitensis bildeten Kolo-
nien gleichgiiltig, ob zum Substrat Malachitgriin zugesetzt wird
oder nicht. Malachitgriin enthaltender Ndhrboden wurde zudem
von einzelnen Melitensisstimmen gelblich verfarbt.

Um mit diesen Differentialndhrbéden eindeutige Resultate zu
erreichen, mull eine bestimmte Technik eingehalten werden. Er-
stens sind immer nur frische Kulturmedien zu verwenden. Ferner



561

g2 _ *. Eﬁdﬁno@rq “ uopuog
swuogrpwr ag | — |+ ++|+++|+++ . _ SISUAqI[OIy
| qre8 wue)sioqe “ Zuelorq
swuoprowt ag | — |4+ ++ [+ ++[+++ st SISUOYIOI
‘ | qre3 Sﬁdpwu_oﬂﬁﬂ * BN
SISUSI[oW “Ig —_ |+++|+++H+++ SN000V0IITAL
smsag | +4+ [++4+| — |+++ Wure)s10qB uremyog ‘qy
sms “1g — |+4++] = |F+++ WIWIB)SI0q 8T - Q0g "ox0d
‘3¢ snyroqe “1g + —_ —_ |+++ wue)sI0q 8| 61 Yong
-3g snyroqe ‘ag — F — +f : wuIe)sIoqey ¥ dusg
ureg 93 | “Sd snytoqeag | — — | — |+++| eBesseg-L - Jo13g WepoH 9% /6L¥¢
uspunqnsiy) '3[ smsag [+++|+++| — [+ -+ + | uousdipsns 190JouUTemMOy 9% /ZI11
uesneYeyos 131 smsag |+++|+++| — |+ + -+ | uouedigsne 1e0jouroMyoyg 9% /98¢
nedmyg, ‘93] | ‘3g snqaoqeag | — — — |4+ +4++| eo3wsseg 'Cc | yn3[ WIL[YoSUOPIOYIY 9% /€8¢
uel8n "18 "3 | '8¢ snyzoqe ag —_ — — |+ ++| oBesseg-c | 9o0Jsqre3] USRI BT 9% /19
nediey ‘93 | ‘g snyroqeag | — — — |+ ++| o8svsseq F | 900JsqIe3 UeIBUIqE] ¥/ 10¥L
nedanyg, "33 | "8g snjroqe “ag — — —_ ++ odesseJ ‘Q | NI WIS[YoSULIPIOYIY ¢% /689
ursso[, ‘93] | "¢ snyroqe ag | — = == e odeseBd G yoqruIyn 3y o%/L26¢.
nediey "33 | ‘3g snjyioqe ‘ag — — — ++ oJwessBJ *L | 900J8qe3] UedBUIqBT ¥ /6281
nedrey 13y | ‘3g snjioqe ag F - — ++ adwvssBJ 9 | 990J8q[RI ULSBWIQBT c¥/CIgL
uesNBYBYOS 13 sms'axg |+ 44| ++ — |+++ uB31( sne ueMyog Z[TIN S¥ /1911
“UeSNBYYBYOG "I3] smsag |+++|+++H| — |[+++ uedi() sne TRAYIS FI9Y[} e% /9301
© youmyZ ‘93l smsag | ++ [+++| — |+++| wuedipsne UreMYOg SNIOY() PP /€0%9
uepungners) ‘431 smg o | ok ebek] - = [t uB3I() snw UeMYog SNIe}) ¥ /9%¢
191993 . sunpng i L B K WnYSYoB M
oy wn%ﬁmm dAg, mwm. auro _ T ”wxm Jne ioltie JJUNNIO { wwels
: udpoqIYBUISTY | WISYIEM

*3)8)[NSIY JOpP SUN[[O)SUIUITHBSNT




562

ist von fliissigen Vorkulturen auszugehen. Wir beimpften z. B. die
Differentialrohrchen regelméBig mit wéhrend drel Tagen gewachse-
nen Bouillonkulturen.

Als drittes Kriterium fiir die Klasmﬁka.tlon unserer Stimme
‘studierten wir das Schwefelwasserstoff-Bildungsvermégen. Wir
filhrten diesen Nachweis mit Filtrierpapierstreifen, die mit gesét-
tigter. Blelacetatlosung getrinkt waren. Nach deren Trocknung
wurden sie in frisch beimpfte Schrigkulturen gehéingt. Schweine-
stimme produzierten regelmiBig sehr viel H,S und schwérzten
dabei das untere Ende des Blela,ceta,tpaplerstrelfens in einer 1 bis
11, cm breiten Zone (+ + ). Bovine-Stdmme wiesen keine oder
nur geringe H,S-Bildung auf (Schwirzung max. 15 cm). Von drei
‘Vertretern von Br.melitensis schwirzte keiner auch nur in der ge-
ringsten Spur das Indikatorpapier. Die Beobachtung der H,S-
Bildung muf} auf mindestens 4 Tage nach der Beimpfung der Kul-
turen ausgedehnt werden. |

Entsprechend diesen D1ﬁerenmerungsergebmssen kann fest-
gestellt werden, dafB3 alle aus Material von Schweinen stammenden
Brucellen-Stimme dem Typus Br.suis und alle vom Rinde ge-
ziichteten Brucellen der Br.abortus Bang zuzurechnen sind. Dar-
aus ist zu schlieen, dafl auch bei uns in der Schweiz die
vom Rinderabortus Bang unabhingige, durch Br.suis
verursachte Schweinebrucellose vorkommt. Und zwar
diirfte in der Mehrzahl der Fille die Schweinebrucellose
als eine selbstindige Infektionskrankheit aufzufassen
sein. Die Infektion des Schweines mit Br.abortus Bang konnte
bisher von uns in keinem Falle nachgewiesen werden. Weiteren
Untersuchungen an Material aus allen Landesgegenden ist es vor-
behalten, die Frage weiter zu kliren.
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