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Weitere Mitteilungen iiber gereinigte Amében- und
Ciliatenzucht.

Von
Dr. Rud. Oehler.

In fritheren Mitteilungen?) habe ich dargetan, daf freilebende
Protozoen, als Amoben, Flagellaten und Ciliaten, von den Bakterien
ihrer Umwelt getrennt und in gereinigten Zuchten gehalten werden
konnen. Der Grad der Reinigung war ein verschiedener. Es waren
manche Arten nur in zweigliedriger Reinzucht erhiltlich, d. h. die
Zucht bestand aus einem reingeziichteten Bakterium als Nihrunter-
lage und einem zugegebenen, ab Einzelleniibertragung gewonnenen
Stamm eines Zuchtprotozoen. Es war in manchen Féllen moglich,
das nihrende Zusatzbakterium austauschbar zu machen, so daf be-
liebige Bakterien oder Hefen oder Einzellalgen der Zucht als
Nahrungsspender untergeschoben werden konnten, wobei sich dann
ergab, daf der Ndhrwert der Bakterien ein merklich verschiedener
ist. Grampositive Bakterien ndhren besser als gramnegative; siure-
feste sind fiir manche Zuchtprotozoen g#nzlich unverdaulich und
damit als nidhrende Unterlage unverwendbar. Bei manchen Amdben
und Kleinflagellaten konnte auch die Zucht auf hitzeabgetiteten
Bakterien erreicht werden; andere Formen versagten. Von Ciliaten

1) OeELER, Amibenzucht auf reinem Boden. Arch. f. Protistenk. Bd. 37 1916
p. 176—190. Derselbe: Gereinigte Ciliatenzucht. Arch. f. Protistenk. Bd. 40, 1919
p. 16 u. 41 1920 p. 34.
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konnte nur die Art: Colpoda Steini in Sterilzucht, also frei von
lebenden Bakterien erhalten werden. Diese Zuchten von Colpoda
Steins und den anderen waren nicht nur mit durch Hitze abgetoteten
Bakterien und Hefen, sondern auch mit fein vermahlenem Fleisch,
mit EiweiBpulver, mit zerriebenem Spinat, also mit Zelltriimmern,
erndhrbar und unbegrenzt fortziichtbar. Dagegen erwiesen sich
klare Eiwei- und Peptonlosungen, Bouillon und sonstige ungekdrnte
Nahrung als ungeeignet, die Zucht der genannten Protozoen fort-
zufiihren.

Ich habe mich seitdem bemiiht, weitere derartige gereinigte und
steril fortfiilhrbare Zuchten zu gewinnen. Zuerst bei groBen Ciliaten;
dann, als nur wenig Erfolg kommen wollte, bei mittelgrofen und
groBeren Amoben. Und ich war bemiiht, die physiologische Ver-
wendbarkeit der gewonnenen Zuchten weiter auszubauen. Uber das
bisher Erreichte soll hier berichtet werden.

Man hat mir gesagt, diese gereinigten Protozoenzuchten bieten
dem Morphologen keinen Vorteil. Das mag fiir die Morphologie der
gangbaren Kern- und Zellteilung der Fall sein. Fiir die feinere
experimentelle Morphologie und Biologie der Zelle und ihrer Teile
aber kann ich das nicht zugeben. Wenn Reizungen, Hemmungen,
Storungen der Zellteile verfolgt werden sollen, miissen die Ziichtungs-
lagen genau bekannt und rein, d. h. iibersichtlich und beherrschbar
sein; denn jede Unklarheit im Ziichtungsansatz tritbt den Versuch.
Ich bin der Ansicht, daf wir keine feinere Amoben- und Ciliaten-
Physiologie und Toxikologie haben, solange es an einer gangbaren
gereinigten Zucht dieser Einzeller fehlt. Und ich erwarte von der
erreichten Rein- und Sterilzucht dieser Zellsorten verwendbare Ein-
sichten in deren Feingetriebe. KEs gilt 1. die gereinigten Zuchten
sicher, bequem und vielfach zur Ausfithrung zu bringen und 2. die
s0 gewonnenen Zuchten experimentell fruchtbar zu verwenden. Beides
habe ich versucht. Ich habe das groBe Glick gehabt, erst im
hygienischen Institut bei Geh.-Rat NEisser, dann bei Geh.-Rat
Korre im Georg Speyer-Haus Arbeitsstellen zu finden, wo ich ohne
Hemmung und ohne Bedridngnis in stiller Arbeit diese Aufgaben
verfolgen konnte. Ich habe meine Rohrchen bearbeitet, wihrend
70 Meter vom Arbeitsplatz eine Fliegerbombe in die Maschinenhalle
des Krankenhauses einschlug und wéhrend man drauBen die knat-
ternden Maschinengewehre der roten Revolution horte; und ich fand,
als zu Zeiten des tiefsten Markverfalls alle Gerite zu unnennbaren
Teuerungswerten heraufschnellten, doch meine Arbeitsstelle bereit
und beschickt. Was ich heute an Ergebnissen mitteile, halte ich
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nur fiir Andeutungen von dem, was noch erreicht werden kanm.
Ich mochte zeigen, daB hier gearbeitet werden kann, und mein
Wunsch ist, da Andere die Arbeit aufnehmen und fortsetzen.

Die Mittel und Wege, welche zur Reinigung der Protozoen von
den Begleitbakterien fithren, seien eingeteilt in 1. mechanische,
2. physikalisch-chemische, 3. biologische.

1. Mechanische Verfahren sind die Waschung, das Abschleudern,
das PlattenguBverfahren. Ich habe viel Versuche damit gemacht
und nichts erreicht. Und doch hoffe ich immer noch auf mechanische
Verfahren, um die im Wasser schwebenden Protozoen von uner-
wilnschten Begleitern zu reinigen. Versuche mit schleimigen Medien,
mit der Zentrifuge, Waschungen iiber einem Filter sind immer von.
neuem aufzunehmen: einst kann doch noch ein bequemer und sicherer
Erfolg kommen. Leider kann ich selber solchen bis heute nicht
berichten. Neuerdings wieder habe ich die Waschung von Para-
micien auf dem Filter versucht. Ein Glasrohr, 1—2 em Durch-
messer, etwa 10 ecm hoch, am einen Ende ausgezogen, so daB es in
einen durchbohrten Gummistopfen eingesetzt werden kann, wird
am verjingten Ende mit Watte und FlieSpapier m#fBig fest ver-
stopft und dann im Dampftopf sterilisiert. KEin steriler Deckaufsatz
kommt aunf das weite Ende. Das verjingte Ende wird mit dem
Gummistopfen auf eine Saugflasche aufgesetzt, die an eine Luft-
pumpe angeschlossen ist. Paramicien werden mit der Saugpipette
eingefiihrt und dann, wihrend die Saugpumpe Tropfen um Tropfen
das Wasser aus dem Filterrohr abzieht, wird mit steriler Pipette
oben steriles Wasser zugegeben. Die Waschung arbeitet gut. Nach
Verbrauch von 40—50 ccm Wasser kionnen oben schon Wasserproben
abgenommen werden, die zum Teil steril sind. Aber die Paramécien
sind weniger und weniger geworden. Sie haben sich im Filterboden
verfangen, und was allenfalls abgehoben werden kann, ist nicht
steril. So wenigstens in meinen bisherigen Versuchen. Man sieht
die Schwierigkeit, sieht aber auch, daf mit viel Geduld und nach
zahllosen Versuchen so doch vielleicht ein bakterienfreies Para-
micium zu erreichen ist. Wie es dann zu erndhren und steril
weiterzuziichten ist, das allerdings ist eine weitere Frage. Von
R. A. Perers!) ist die Mitteilung ausgegeben worden, daf es ihm
gelungen sei, Paramaecium und Colpidium colpoda durch wiederholte

Y R. A. Perers, Nutrition of Protozoa: the growth of paramaecium in sterile
culture medium. Journal of Physiology Bd. 53 Nr. 6 p. 108. — Derselbe, The
substances needed for the growth of a pure culture of Colpidium colpoda, Ebenda
Bd. 55 1921 Nr.1u.2 p.1 u. 32.
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Waschung von den Begleitbakterien zu trennen und in sterilen
Niahrlosungen weiter zu ziichten. Diese Aussagen widersprechen
meinen Erfahrungen auf das bestimmteste. Ich habe mich dariiber?)
bereits kurz geduBert und kann nur wiederholen, daB ich, solange
die PETers’schen Zuchten nicht von anderer Seite geniigend und
ausgiebig nachgepriift sind, deren Bakterieneinheit nicht anerkennen
kann. Denn das, was PETERs an Sterilitidtsproben berichtet, ist fiir
diese feinen und schwer iibersehbaren Versuche durchaus ungeniigend.
Es wird spater bei der Frage der Sterilititsprobe nochmals auf
diese Frage zuriickgegriffen und sei somit auf das dort Gesagte
hingewiesen. Hier gilt die Aufstellung: mir sind Waschungsver-
suche bei Ciliaten nicht bis zur vollkommenen Bakterienfreiheit
gediehen und an die PerERs’schen Erfolge kann ich vorerst nicht
glauben.

- 2. Physikalisch-chemische Verfahren sind besonders verwendbar
bei Cystenbildnern. Frosch,?) der Vater der Amdbenziichtung, ist
schon so vorgegangen, indem er die Amdben tagelang mit Soda-
losung behandelte, dann die Cystenerweckung betrieb. Er berichtet
von erreichten Sterilzuchten, doch wurde nicht weiter damit ge-
arbeitet. Fiir Darmamoben ist das Verfahren neuerdings zur Ver-
wendung gekommen, wie berichtet wird, mit gutem Erfolg.?) Doch
haben diese Zuchten die allgemeine Nachpriifung in anderen In-
stituten noch nicht bestanden.

Bei Ciliaten, besonders bei Colpoda cucullus und Colpoda Steini
habe ich versucht, die Begleitbakterien der Cysten durch Chemi-
kalien oder durch Hitze abzutoten. Sduren, Alkali, Metallsalze.
desinfizierende Stoffe wurden versucht; doch kann ich von keinem
Erfolg berichten. Durch trockene Hitzebehandlung hingegen gelang
es mir, Cysten von Colpoda cucullus und Colpoda Steini von den
Begleitbakterien zu befreien und eine zweigliedrige Reinzucht von

1) Wirkung von Bakteriengiften auf Ciliaten. Nachtrag. Centralbl. f. Bakt.
Orig. Bd. 87, 1922 p. 302.

2) P. Frosca: Zur Frage der Reinziichtung der Amdben. Kbenda (Orig.) Bd. 21
1897 p. 926.

%) K. Yosuipa: Reproduction in vitro of Entamoeba tetragena and Entamoeba
coli from their cysts. Journ. exp. med. Bd. 32, 1920 p. 358.

Mare. Herzer: Studien iiber Protozoen insbesondere des Darms. Zeitschr. f.
Hyg. u. Inf. Bd. 77, 1914 p. 304.

A. Witriams: Pure culture of amoeba parasitic in mammals. Journ. med.
research Bd. 25, 1911—1913 p. 263.

M. Courer u. M. J. Warker: The cultivation of Amoeba in pure culture upon
autolyzed tissues. Journ. exp. med. Bd. 18, 1913 p. 257.
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Colpoda cucculus ++ Saccharomyces exiguus zu gewinnen. Die trokenen
Rohrchen mit den Cysten von Colpoda cucullus waren 6 Wochen
bei 87° im Brutschrank. Mit Wasser - Saccharomyces exiguus be-
schickt, schlipften nach 2 Tagen die Colpoda cucullus-Ciliaten aus
und konnten mit Saccharomyces exiguus weiter gefithrt werden.
Bakteriologische Proben ergaben nur Saccharomyces exiguus, Keine
andere Begleitbakterien.

Die Cysten von Colpoda cucullus vertragen trockene Hitze von
60—64° 24 Stunden ganz gut. Die Hefen dagegen nicht. Soll der
Colpoda cucullus-Zucht eine andere Zuchtunterlage untergeschoben
werden, so wird das Rohrchen mit Cysten fiir 24 Stunden bei 60°
im Wéarmeschrank gehalten, dann mit Wasser | der gewiinschten
Bakterienart beschickt. Die auskommenden Ciliaten sind hefefrei
und rein mit dem Zusatzbakterium abnehmbar. Neuerdings ist es
mir gelungen, die gereinigten und erweckten Cysten von Colpoda
cucullus mit abgekochtem Spinatbrei und Serum starr zu fiittern
und steril weiter zu zichten. Uber die anschlieBenden Fiitterungs-
versuche wird spiter berichtet. Bei anderen cystenbildenden
Ciliaten habe ich entsprechende Versuche gemacht, bisher aber ohne
Erfolg. Weitere gereinigte Zuchten konnte ich bisher aus Cysten
nicht erzielen.

8. Zu den biologischen Verfahren rechne ich die Reinigung
duarch Zellwanderung, sei’s auf der Agarplatte, sei’s im Ogatasteig-
rohr, sei’s im U-Rohr mit elektrischer Durchstromung. FEine bio-
logische Reinigung findet auch statt bei Einverleibung in den Tier-
koérper, ein Verfahren, dem aber nur parasitische Protozoen stand-
halten. Dagegen kann ein gemischier Zuchtansatz, der ein Proto-
zoon und mehrere Bakterienarten enthalt, gereinigt und zu einem
monobakteriellen Ansatz iiberfihrt werden, wenn durch Zugabe zer-
setzlicher Stoffe eine Géirung ausgelost wird. Ich konnte eine mit
Wasserbakterien beladene Zucht von Colpidium campylum durch Zu-
satz von Heubacillus und Peptonlosung von sdmtlichen Wasser-
bakterien reinigen, so dafB eine saubere zweigliedrige Zucht von
Colpidium und Heubacillus erreicht wurde. Die Zucht Colpidium
campylum - Heubacillus 148t sich durch Uberfihrung in Y/,
Traubenzucker - Saccharomyces exiguus vom Heubacillus reinigen.
Die Hefe ihrerseits verliert sich, wenn man auf Wasser und irgend-
eine verdauliche Bakterienart iiber mehrere Folgerohrchen fortimpft.
So lifit sich dem Colpidtum campylum ein beliebiges Bakterium in
gereinigter Zucht zufithren. Es ist das eine Reinigung durch
Uberwucherungsansitze. Ich habe mit anderen Ciliaten dasselbe
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Verfahren versucht, aber ohne Erfolg. Entweder die Ciliaten gingen
im Ansatz von Peptonlésung -+ Heubacillus zugrunde, oder die
Wasserbakterien iiberstanden die Heubacillengérung und blieben
unverdndert dem Zuchtansatz beigemischt. Die Reinigung im
Steigrohr fir Bakterien und fir Wasserflagellaten, von Ocara
beschrieben, ist eine Wanderung der Protozoen nach dem Sauerstoff
zu. Im feinen Glasrohr hiufen sich manche Bakterien und Wasser-
protozoen 1—5 mm unter der Oberfliche in &uBerst dichten Mengen
an. So findet eine Anreicherung und relative Reinigung statt,
welche wiederholt und gesteigert werden kann. Ich konnte eine
Reinzucht von Polytoma wuvelle durch dieses Hilfsmittel erreichen.
Nicht, daf das Steigrohr allein schon die volle Reinigung erzielt
hitte. Aber, was vom Steigrohr abgehoben wurde, war so arm an
Begleitbakterien, daB, auf der Bouillonagarplatte ausgestrichen, dann
einzelne Kolonien von Polytoma aufgingen, von denen die Reinzucht
abgenommen werden konnte.

Durch Wanderung zum Licht und zur Oberfliche lassen sich
im Steigrohr sehr wohl noch weitere Arten der Reinigung nihern.
Ich selber kann nur iiber den einen Erfolg bei Polytoma berichten.

Die Wanderung der Ciliaten unter dem Richtungstrieb des
elektrischen Stroms ist eine physiologische Erscheinung, keine
rein physikalische Kataphorese. Darum rechne ich die Versuche,
durch diese Mittel eine Reinigung von den Begleitbakterien zu er-
zielen, auch zu den physiologischen Mitteln. Ich habe sie bei Para-
maecium versucht, aber nichts erreicht. Gliicklichere Erfolge be-
richtet AMsTER-GOttingen. Er verwendet!) den MrcHaeLiS'schen
Kataphoresenapparat mit unpolarisierbaren Elektroden in 0,65/100
Kochsalzlosung. Die Ciliaten sammeln sich an der Kathode und
werden hier abgenommen. Das Verfahren muf 6mal wiederholt
werden, bis Reinigung eintritt. AmsTER hat das Schicksal der ge-
reinigten Ciliaten nicht weiter verfolgt. Er benutzt sie nur, um
eine Reinzucht von Bakterien zuzugeben und mit dieser die Zucht
fortzufithren. Herr Prof. REicEENBACH in Gottingen war so giitig,
mir einen Ableger der von AMSTER nach elektrischer Waschungs-
reinigung gewonnene monobakteriellen Ciliatenzucht zu iibersenden.
Der Ciliat ist ein Balantiophorus (nicht B. minutus, aber diesem
dhnlich). Das begleitende Nahrbakterium ist ein Bact. fluorescens.

) 9. Tagung d. deutsch. Vereinigung fiir Mikrobiologie, Wiirzburg 1922
Centralbl. f. Bakt. (Orig.) Bd. 89 1922 p. 167: Ein neues Ziichtungsverfahren fiir
Protozoen.
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Der Ciliat ist sehr widerstandsfihig gegen die jauchigen Zer-
setzungsstoffe von Eiwei und Peptonlosungen und darum in solchen
Losungen lang haltbar und leicht fortziichtbar. Das Bact. fluorescens
ist ein solches, wie es in allen faulenden und jauchenden Stink-
wissern als gemeinstes und aufdringlichstes Bakterium vorkommt:
Jeder Reinigungsversuch von Ciliaten aus solchen Wissern scheitert
erfahrungsgemif an der Unverdringbarkeit des Bact. fluorescens.
Alle anderen, aus dem Schmutzwasser stammenden Bakterien lassen
sich vertreiben; nur dieses Bact. fluorescens nicht. Es bleibt bei
den betreffenden Ciliaten und 148t sich durch nichts absondern.
Darum ist es leicht, es als einziges Begleitbakterium jedem aus
einem Schmutzwasser stammenden Ciliaten zuzufiihren. Man braucht
nur reines Wasser mit einem Vorrat von Bact. fluorescens zu ver-
sehen und dieses mit den Ciliaten zu beimpfen. Solche Beschickung
fiber 2—3 Folgershrchen fortgesetzt fithrt zu einer reinen zwei-
gliedrigen Zucht des Ciliaten -+ Bact. fluorescens. Die anderen Be-
gleitbakterien kommen gegen die Anreicherung mit Bact. fluorescens
nicht auf, werden verdringt und verschwinden aus der Zucht.
Anders, wenn man ein anderes, minder aufdringliches Bakterium
einfithren will, wo Bact. fluorescens bisher zugegen war. Man mag
noch so groBe Mengen des anderen Bakteriums in Wasser einséden
und mag noch so viele Folgeréhrchen durchprobieren: das Bact.
fluorescens wird nicht verdrangt, es bleibt und n#dhrt sich von den
Saften des eingesdten anderen Bakteriums. Dies beachtend muf
man zu der von AMSTER gewonnenen zweigliedrigen Reinzucht
Balantiophorus + Bact. fluorescens sagen: sie beweist nichts fiir die
Reinigung durch elektrisch betriebene Waschung der Ciliaten. Was
sie bringt, eine Zucht mit Bact. fluorescens als einzigem Begleit-
bakterium, kann auch durch fortgesetzte Anreicherung mit Bact.
fluorescens erreicht werden. DaB die Ciliaten der AwmsTER'schen
Balantiophoruszucht jemals frei von Bact. fluorescens gewesen sind,
kann daraus nicht abgenommen werden. Ja, wenn Dr. AMSTER
neben dieser monobakteriellen Zucht mit Bact. fluorescens noch
andere Zuchten mit anderen Bakterien als alleinigen Begleitern
seines Ciliaten herausgebracht hitte, dann wire offenbar, daff die
elektrische Waschung etwas leistet, da sie die Bakterien verdringt,
daf sie auch die so aufdringlichen und sonst unverdringbaren
Fluoreszenzbakterien von den Ciliaten trennt und erlaubt, den so
gereinigten Bakterien beliebige andere Zusatzbakterien beizugeben.
Solange das nicht vorliegt, kann iber den Reinigungserfolg der
AmsTER'schen elektrischen Waschung nichts gesagt werden. Viel-
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leicht leistet sie etwas, vielleicht auch nicht. Geniigende Proben
liegen bis jetzt nicht vor. '

Bs wire sehr wiinschenswert, wenn die AMSTER'schen Versuche
nochmals aufgenommen und mit erweiterter Priifung durchgefiihrt
wiirden. Das Gottinger Institut, das die Apparatur besitzt und das
die Frage angegriffen hat, wire wohl am berufensten hierzu. Ich
selber habe den notigen Apparat nicht zur Hand und bin ander-
wirts beschiftigt. Das AmstEr’sche Verfahren sollte herangezogen
werden, um das Verhalten der gereinigten Ciliaten weiter zu
priifen. Es ist zu untersuchen, in welchen Losungen, Schwebe-
fallungen und Aufschwemmungen die so gereinigten Ciliaten steril
weiter geziichtet werden konnen, ohne zu verkommen. Das, was
Perers ') behauptet hat, und was ich bisher fiir unausfithrbar ge-
funden habe, die Erndhrung von Ciliaten in klaren sterilen Liosungen,
ist mit der AmsTER'schen Apparatur zur Entscheidung zu bringen.
Ich verfiige, wie gesagt, zurzeit nicht fiber das notige Gerit, auch
nicht iiber die nétige MuBe, um dem nachzugehen; mochte mich
aber freuen, wenn Andere diese Untersuchungen aufnehmen wollten.

Alle diese Verfahren versprechen somit manchen Erfolg, haben
auch mir hier und da etwas eingebracht, aber doch nicht so, da8
damit das Plattenverfahren in Vergessenheit geraten konnte.
Ich habe durch das Plattenverfahren 1916—1919 mehrere Amdben
zur Sterilzucht gebracht. Ferner wurde durch das Plattenverfahren
die Sterilzucht vom Ciliaten Colpoda Steini gewonnen, von der heute
noch Folgerohrchen auf Wasser - Spinat 100° weiter gefiihrt
werden. Die Zucht ist in mehreren anderen Instituten nachgepriift
und iiberall als steril begutachtet worden. Die knappen Ergebnisse
der anderen Verfahren haben mich nur dazu gefithrt, die Zucht-
reinigung mit dem Plattenverfahren, von dem ich ausgegangen war,
wieder aufzunehmen. Ich habe darum die Versuche mit Ciliaten
und Flagellaten zuriickgestellt und habe mich den Amdben zuge-
wendet, fiir welche das Plattenverfahren besonders geeignet ist.

Wenn man Amében auf die Mitte -einer mit Y/,,, Wasser-Agar
beschickten Petrischale einsetzt, so reinigen sie sich von ihren Be-
gleitbakterien, indem sie auf den Agar auswandern. Was rasch
wandert und sich rasch vermehrt, hat Aussicht die Reinigung zu
erreichen; was langsam wandert und sich schlecht vermehrt, bietet
wenig Hoffnung. Man kann also bald wissen, ob ein Versuch fort-
zusetzen oder aufzugeben ist. Zunichst trachtete ich danach, die

1) Vgl. oben und Journ. of Physiol. Bd. 55 p. 1 u. 32.
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rasch beweglichen Bakterien und allfillige Sporenbildner los zm
werden. Ich versuchte die Uberfihrung auf Bacillus zerosis oder
Saccharomyces exiguus. Beide Sorten werden von den Amdben meist
gern aufgenommen. Die Agarplatten in Petrischalen werden also
mit einer kleinen Ose Reinkultur genannter Art beschickt, und die
Masse wird mit dem Glasspatel oder einem Reagensrohrende auf
der Agarfliche diinn ausgestrichen. Auf die Mitte der Platte kommt
die Amobenimpfung, und der Wettlauf zwischen Amében und den
mitgebrachten Wildbakterien beginnt. Manchmal sieht man bei
50facher Vergroferung schon, wie weit der vom Impffleck aus-
gegangene Bakterienrasen reicht. Sind Amdben iiber den dufersten
Saum des Bakterienrasens hinausgewandert, so werden sie zur Uber-
tragung auf Folgeplatten verwendet. Mit dem Metallspatel kann
man beliebig grofie oder kleine Agarschollen samt Amdben sauber
ausstechen und auf neue Platte iibertragen. Ebenso werden Probe-
stiicke entnommen und auf Bakterieneinheit firbend oder ziichtend
untersucht. Firbeproben werden mit der bewachsenen Seite auf
Objekttrager gelegt, hier ausgestrichen, die Stelle getrocknet und
gefirbt. Oder der Agarblock kommt mit der unbewachsenen Seite
auf den Objekttriger, wird mit Riegel-Chloroform-Methylenblau oder
mit Loffler-Methylenblau oder sonst einer Bakterienfarbe gefirbt,
mit Deckglas belegt und unter der Immersion untersucht. Man
sieht dann alsbald, ob neben den ausgestrichenen Hefen oder Xeroso-
bazillen noch andere Fremdbakterien vorhanden sind oder nicht.
Will man Ziichtungsproben machen, so wird mit abgeglithtem Spatel
ein Agarstiick aus der Platte ausgestochen und auf Schrigagar in
einem Rohrchen, mit der bewachsenen Seite nach unten, verrieben.

Bei manchen Amdben fithren wenige Ubertragungen auf Folge-
platten schon zum Ziel. Andere werden ihre Begleitbakterien nicht
los. Dann hilft vielleicht eine Zwischenschaltung von Vibrio
MerscENIROFF oder Bact. coli oder Bact. fluorescens: Sie halten dann
manchmal die Wildbakterien zuriick und setzen sich an deren
Stelle.

Vibria METSCENIKOFF kann leicht durch B. zerosis auf trockener
Platte verdringt werden; B. coli und DBact. fluorescens sind viel
ziher. Wollen die Wildbakterien gar nicht -weichen, so kann man
versuchen, von ihnen einzelne Hauptvertreter rein zu ziichten und
diese auf der Platte auszustreichen. Es gibt dann immerhin eine
monobakterielle Amdbenzucht, aber keine solche, deren Nihrbakterium
man leicht auswechseln kann. Denn das ist der Zweck der Xerose-
bazillen und der Hefen bei der Zuchtreinigung: die Amébe soll auf
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ein unbewegliches Néhrmikrobion als einzigen Zuchtbegleiter iiber-
gefithrt werden, weil von da aus leicht jedes andere gewiinschte
Bakterium der Zucht untergeschoben werden kann. Hat man die
Zucht mit B. xerosis oder sonst einem unbeweglichen Mikroben, so
kann man alshald beliebige Bakterien, Hefen, Algen, Pilze, Diato-
meen, Flagellaten usw. in Reinkultur auf die Platte ausstreichen
und die Platte in der Mitte mit der Zuchtamobe - B. zerosis be-
schicken: es weist sich dann aus, ob die gebotene Nahrung den
Amoben zusagt oder nicht. Geht die Platte an, wandern die
Amében aus und vermehren sie sich auf der Platte, dann ist die
gebotene Nahrung gedeihlich. Bleibt das Wachstum kiimmerlich
oder fehlt es ganz, dann ist die Nahrung ungedeihlich. Immer
saubere, Arbeit und unabldssige Nachpriifung durch Farbe und
Zuchtproben vorausgesetzt.

Das Ziel der Zuchtreinigung geht noch weiter. Nicht allein
monobakterielle Amdbenzucht soll erreicht werden, sondern, wenn
moglich die bakterienfreie Zucht, die Sterilzucht.

Zu dem Zwecke werden die Versuchsplatten mit abgetdteten
Bakterien, mit sterilisiertem Fleischpulver, mit zermahlenem und
gekochtem Spinat, mit sterilem Eiweifpulver, mit Blut, mit Hirn-
brei, mit erstarrtem Serum u. dgl. beschickt. Gehen hier die
Amdben an, so werden sie auf Schragagarréhrchen iibertragen und
mit gleichem N#éhrmittel von Rohrchen weitergefithrt. Nur was so
im Rohrchenwidchst und bei allen Zuchtproben sauber
befunden wird, ist eine sicher geprifte verldBliche
gereinigte Zucht. Was die Platten ergeben, ist immer nur
wahrscheinlich, nie gewi. Zuchten auf Platten, in Petrischalen
sind der Staunbverunreinigung so sehr ausgesetzt, daB hier wohl
Reinigung gewonnen, aber nicht sicher erhalten werden kann.

Zur Priifung bediene ich mich vornehmlich der Schrigagar-
rohrchen, wenn moglich solcher, die etwas Kondenswasser enthalten.
Der Agar, wie iiblich, mit Bouillon und Pepton nahrhaft gemacht.
Hierauf werden bei fliissigen Zuchtansitzen mit der Pasteurpipette
Proben ab den zu untersuchenden Rohrchen zugegeben, und zwar
nicht zu wenig: mindestens 0,5 ccm. Es geniigt nicht, wie PETERs ?)
angibt, eine gute Ose voll zu nehmen. Bei den hier vorkommenden
diilnnwésserigen Ansitzen sind gréfiere Probemengen nétig, um ein
sicheres Bild vom Keimgehalt der Ansétze zu gewinnen. Die zur

Y) Perers, Journ. of Physiology Bd. 53 Nr.6 p. 108 u.55 (1921) Nr.1 u. 2
p. 1 u. 32.
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Probe beschickten Schrigagarréhrchen miissen, da sie bei Zimmer-
temperatur gehalten werden, wie auch die Zuchtréhrchen, welche sie
priifen sollen, mindestens 8 Tage lang beobachtet werden.?) Es ist
zu bedenken, daB es im Wasser Bakterien gibt, die nicht in Kolo-
nien wachsen, sondern in diinnem Flor den Nihrboden iiberziehen,
so daB solche leicht der Wahrnehmung entgehen. Abstriche auf
den Objekttriger miissen gemacht und nach Firbung unter dem
Mikroskop gepriift werden. Aufler der Probe auf Schrigagar sind
auch solche mit Peptonlosung oder Bouillon zu machen. Auch hier
Zusatz von groBen Mengen Zuchtflissigkeit. Oder umgekehrt: es
kommt zum Inhalt eines Zuchtrohrchens ein guter Zusatz von 10 proz.
Peptonlosung. Ist das Zuchtrohrchen nicht ganz bakterienfrei, dann
vermehren sich die Verunreiniger in der so nahrhaft gemachten
Losung, triiben dieselbe, konnen auf Schrigagar leicht nachgewiesen
werden und vor allem: die Ciliaten des Zuchtrohrchens verfallen
der Vergiftung durch die Zersetzungsstoffe der Bakterien. Sterile
Zuchtansdtze von Ciliaten und Amoben konnen unbedenklich mit
reichlich Peptonlésung versetzt werden, ohne Schaden zu leiden.
Bakterienverunreinigte Zusitze dagegen nicht.

_ Ich mache es PeTERs %) zum ernsten Vorwurf, daB er bei seinen
angeblichen Sterilzuchten von Colpidium colpoda diese Probe unter-
lassen hat. Wenn seine Zuchten noch existieren, miissen sie von
ibm und von anderen in solcher Weise nachgepriift werden.

Handelt es sich bei der zu priifenden Zucht nicht um eine
Sterilzucht von Ciliaten, Flagellaten oder Amdben, sondern nur um
eine zweigliedrige Reinzucht, bestehend aus einem reinen Proto-
zoenstamm und einem erndhrenden reinen Bakterienstamm, dann
wachsen auf den Schriagagarrohrchen Bakterien, und diese werden
mikroskopisch auf Reinheit gepriift. Fehlen Fremdbakterien, dann
ist die Zucht sauber. Die gereinigte Amobenzucht ist zugleich eine
erndhrungsphysiologische Priifang der Amdben. Die Verdauungs-
leistung der Amdben wird an verschiedenen Bakterien, lebenden wie
toten, an Hefen, Algen, an Zellen und Zelltrimmern verschiedener
Art gepriift, und es zeigt sich, was verdaulich und ernihrend ist,
was nicht. Allgemein erweisen sich, entsprechend frither gemachten
Erfahrungen, die gramnegativen Bakterien am leichtesten verdau-
lich. Sie geben das ausgiebigste Wachstum von Amoben auf der

) Handelt es sich um Zuchtansitze mit Algen, dann ist entsprechend dem
langsamen Wachstum dieser Zoglinge noch lingere Beobachtungszeit geboten.
%) Vgl. oben.
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Platte. Grampositive Bakterien wie B. zerosis, Staphylococcen,
Sarcinen sind nicht schlecht, geben gutes Amdbenwachstum, aber
immerhin etwas langsamer, weniger reichlich als die gramnegativen
Bakterien. Hefen, einzellige Griinalgen, Pilze von Endomyces vernalis
nihren gut. Schlechte Nahrung sind die siurefesten Bacillen. Ab-
getotete Bakterien werden von manchen Kleinamoben angenommen.
Hier kann die Sterilzucht auf bei 100° abgetdteten Kolibacillen er-
reicht werden. Andere Améobenarten aber kommen auf den Platten
mit abgetoteten Bakterien oder sonstiger steriler Ersatznahrung
nicht recht zum Wachstum. Es wandern einige Amoben auf die
Platte aus, vermehren sich auch langsam, aber all das geniigt nicht,
um die Zucht auf ein Schragrohrchen von ?!/,,, Wasser-Agar | B.
coli 100° zu fberfihren und so eine gangbare Sterilzucht zu ge-
winnen. Statt der durch Siedehitze abgetdteten Bakterien kann
auch zerriebener und durch Kochen sterilisierter Spinatbrei auf
der Platte aufgetragen werden. Sehr bequem fand ich Blutserum
bei 64—74° gallertig erstarrt, so daf es noch mit der Pipette auf-
gezogen werden kann. Ein Tropfen davon mit dem Glasspatel auf
der Agarplatte ausgestrichen, gibt eine gute Beschickung mit
steriler Ersatznahrung, die von manchen Amdében gern aufgenommen
wird. Hat man eine Amébenzucht rein mit einem unbeweglichen
Microben, etwa B. zerosis oder Hefe oder Endomyces, so wird damit
die Platte auf der Mitte beschickt. Wandern die Amdben aus, ver-
mehren sie sich und sind keine Verunreiniger eingedrungen, dann
ist die Sterilzucht auf Serum starr gewonnen. Sie kann in Schrig-
agarrdhrchen -+ Serum starr weitergefithrt werden. Bequemes und
iibersichtliches Verfahren.

Es wire nun sehr erwiinscht, hinsichtlich der sterilen Ersatz-
nahrung, mit der die bakterienfreien Zuchten am Leben erhalten
werden, eine &hnliche Stufenreihe aufzufinden, wie sie fiir gram-
negative, grampositive und sdurefeste Bakterien nachweisbar war.
Das heifit eine Stufenreihe der sterilen Ersatznahrungsansitze nach
ihrer Verdaulichkeit; also gut verdauliche, mittel verdauliche und
schwer verdauliche. Die Gruppe der schwerverdaulichen ist ge-
geben in den durch Siedehitze abgetoteten Bakterien, Algen, Hefen
und Zelltriimmern. Sie werden von der verdauungsstarken Colpoda
Steini verdaut und dienen zur Erhaltung von deren Sterilzucht, sie
werden nicht verdaut, werden als Ersatznahrung abgelehnt von
Colpidium campylum. Colpoda cucullus zeigt insofern ein schwankendes
Verhalten, als die meisten Ciliaten dieser Art durch Siedehitze
sterilisierte Ersatznahrung nicht annehmen, nur einzelne Stiicke er-
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weisen sich als besonders verdauungstiichtig und erméglichen eine
Sterilzueht mit Spinat 100° 1 Stunde. Auch von den Amoben
lehnen viele die schwerverdaulichen hitzesterilisierten Bakterien
und Zelltriimmer ab.

Es ist nun naheliegend, anders abgetotete Bakterien durchzu-
versuchen. Ich habe mich darum bemiiht, aber bis jetzt nichts er-
reicht. Aceton totet Colibacillen iiberhaupt nicht ab. Ather auch
nur unsicher. Und die mit Ather abgetiteten Bakterien gaben,
wenn wirklich alles steril war, bis jetzt keine besseren Ergebnisse
als die hitzesterilisierten.

Eine leichtverdauliche sterile Ersatznahrung fiir bakterienfreie
Amdben und Ciliatenzuchten fehlt mir noch. Es gilt, weiter zu
suchen. Vielleicht liefern autolytische Macerationen von steril ent-
nommenen Organen ein verwendbares Préparat. Meine Versuche
dariiber sind bei weitem nicht spruchreif. Ich habe abzentrifugierte
rote Blutkdrper und auskristallisierendes Himoglobin versucht, ohne
mehr damit zu erreichen, als mit Spinat 100° > 1 Stunde. Blut-
serum steril entnommen oder durch Bakterienfilter steril gewonnen,
wurde im Rohrchen erwirmt, bis gallertige Gerinnung eintrat. Es
waren Temperaturen von 65—74° notwendig. Die Serumgallerte
148t sich aut Agar ausstreichen und 148t sich verrieben und ver-
teilt im Wasser aufschwemmen. Es ist eine bequeme und sehr ver-
wendbare sterile Ersatznahrung fiir Sterilamoben und Sterilciliaten.
Aber dab es leichter verdaulich wére und weiter fiihrte, als Spinat
100° >< 1 Stunde, konnte ich bis jetzt nicht finden. Auch Nieder-
schldge von 1—2 Tropfen 5proz. Alaunlosung in 5 cem 5 proz.
Peptonlosung habe ich versucht. Wird von Colpoda Steini ange-
nommen, von Colpods cucwllus schlecht oder iiberhaupt nicht: ist
also auch schwer verdaulich. Es bleibt vorerst dabei: die leicht-
verdauliche sterile Ersatznahrung fiir bakterienfreie Amében und
Ciliaten ist noch nicht gefunden. Und damit fehlt auch die ge-
suchte Stufenfolge von leichtverdaulichen zu schwerverdaulichen
Stoffen.

Ist so die fortgesetzte Zuchtreinigung zugleich ein fortgesetzter
ernidhrungsphysiologischer Versuch, so gilt es auch, die dabei auf-
tretenden morphologischen Verhéltnisse mit zu verfolgen. Ich habe
mich hierzu vorerst fast ausschlieflich der Rieecer’schen Farbung ')

1) W. Riecer: Ein einfaches Verfahren zur Schnellfirbung von Ruhramében
zu diagnostischen Zwecken. Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. Bd. 22, 1918 p. 217.

Oerper, Die Rieeer’sche Amdobenfarbung beim Studium der feineren Struktur
von Zuchtamoben. C. f. B. (Orig.) Abt. I 1923.
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mit Chloroform-Methylenblau bedient. Dieselbe ist bequem und
leistungsfahig. Sie gibt gute Bilder, aber leider keine Dauer-
préparate. :

Das kéaufliche Methylenblau ist ein Salz der Farbbase. Durch
Zusatz von wasserigem Alkali wird die Farbbase frei und diese
l6st sich in Chloroform in rotvioletter Farbe. Solches ist die RiEGEL-
sche Farblosung. Man bereitet sie, indem man 2—3 Korner Me-
thylenblau (auch Toluol oder Kresylblau geben &hnliche Farbansitze)
im Rohrchen mit einem Tropfen Kali- oder Natronlésung oder Am-
moniak oder Soda 4 5 ccm Wasser versetzt, dazu 6—8 ccm Chloro-
form gibt und durchschiittelt. Die rotviolette Chloroformfarblosung
wird von der wésserigen Losung abgehoben, allenfalls durch Fil-
trieren von Wasserresten gereinigt. So bereitet, hilt sich die Farb-
losung wochenlang. Sie fixiert und fiarbt zugleich und das in
kiirzester Zeit. Die Amdben werden auf dem ausgestochenen Agar-
block gefirbt; 1/, Minute geniigt; iiberschiissige Farbmasse wird ab-
gegossen oder mit Fliefpapier am Rande abgesogen. Das Chloro-
form verdunstet. Ein Deckglas aufgelegt, und das Priparat ist
fertig. Kerne werden blau, Plasma blaBblau; Vakuoleninhalt, je
nachdem, blau oder rot. Blaue Farbe ist ein Hinweis auf saure
Reaktion; rote Farbe deutet auf Alkali. Bakterien und Hefen auf
der Platte nehmen nur wenig Riegelfarbe an. In den Amdben hin-
gegen werden sie unter der Wirkung der Zellsifte firberisch gebeizt
und nehmen reichlich Riegelfarbe auf; meist erscheinen sie blau
manche, wie Heubacillen, erscheinen auch rot.

An den Amdben unterscheidet man bei Riegelfirbung bei
manchen Formen deutlich eine &uBere glasige und eine innere,
wolkig-blau geféirbte Ektoplasmaschicht. Besonders deutlich bei der
Telleramobe, aber auch bei der Amobe Heidelberg und anderen un-
verkennbar. Die Teichamobe 2 mit ihrem schmalen Ektoplasma
zeigt nichts davon. Das Entoplasma ist kérnig. Grobe, mittlere,
feine und feinste Korner durchsetzen es. Meist sind dieselben in
der Riegelfarbe nicht gefirbt: sie erscheinen als glinzende Wei-
korner. Daneben zeigen sich auch blau gefirbte Korner, &hnlich
glinzend wie die Weilkorner, vielleicht deren Vorstufen. Bei Teich-
amobe 2 fand ich bei Fiitterung mit Blut rote glinzende Korner
und Schollen im Entoplasma und in den Verdauungsvakuolen auf-
treten, auch sie vielleicht Vorstufen der daneben auch vorhandenen
WeiBkorner. Die Rotkorner verlieren sich, wenn die Amdben auf
eine nahrungslose Agarplatte iibertragen werden. Auch die WeiB-
korner schwinden bei linger dauernder Nahrungsentziehung.
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Das Entoplasma der hungernden Teichamdbe ist fast oder véllig
frei von roten, groBeren blauen und weifen Kornern. Es ist grob
schaumig, indem rundliche Lichtungen von feinstkorniger Masse
maschenartig umfaft werden. In den Maschen erkennt man bei Riegel-
firbung blaue feinste Kornchen, Stibchen oder Hantelformen; alles
fast an der Grenze der Sichtbarkeit. Der Inhalt der Lichtungen
ist zart milchig getriibt.

Nimmt die Amobe Nahrung auf, so wandert dieselbe rasch
durch das bewegliche Ectoplasma und gelangt ins Entoplasma.
Bakterien, Hefen, Algen nehmen hier alsbald die blaue Riegelfirbung
an. Anfangs sind sie knapp vom Entoplasma umschlossen. Dann
bildet sich die Verdauungsvakuole aus, indem eine wasserklare
Zone das Nahrungskorn umschlieft, und ein deutlicher Hohlungs-
saum die Vakuole vom Entoplasma abgrenzt. Die klare Fliissigkeit
in der Verdauungsvakuole nimmt nun meist deutlich rote Farbe
an; ein Zustand, der voriibergehend zu sein scheint, denn man findet
Vakuolen mit versinterter kriimeliger Nahrungsmasse und unge-
farbter Vakuolenfliissigkeit. Das Ende des Verdauungsvorgangs ist
schwer festzustellen. Ob die Nahrungskorner vollig durch Auf-
losung verschwinden, ob sie den Kern fiir die glinzenden Blau- und
Rotkorner bilden, ob diese spéiter abblassen und Weikorner werden,
vermdchte ich nicht zu sagen.

Der Amobenkern ist bei Riegelfirbung als Caryosomkern gut
erkennbar: aufien eine Randmembran, dann eine lichte Zone; innen
das Caryosom als kuchenformiger blauer Korper, oft so, daf dessen
Inneres als weniger gefirbte Mitte blau durchschimmert. Xern-
teilungen habe ich nicht gesehen, aber auch nicht weiter gesucht.
Wohl moglich, daf die Chloroformfarblosung hierfir weniger
giinstig ist.

Die gereinigte Amdbenzucht erlaubt eine genauere Verfolgung
der Verdauungsvorginge in der Verdauungsvakuole, als das bei un-
gereinigter Zucht moglich ist. Wenn eine Amobe neben gram-
positiven Bakterien auch Mengen von gramnegativen aufnimmt,
dann kann man schwer sehen, wie die einen und wie die anderen
sich bei der Verdauung verhalten. Uber die feineren Vorginge
herrscht Unsicherheit, solange die Nahrung ungleichmi8ig ist. Vor
allem bin ich erst bei gereinigten Zuchten zur Einsicht gekommen,
daB keineswegs alles verdaut wird, was aufgenommen wird. Manche,
viele Amoben nehmen, wenn die Nahrung reichlich ist, solche Mengen
auf, daf sie nicht bewiiltigt werden konnen, sondern nach kurzem
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Aufenthalt in der Vakuole wieder als Losungsballen ausgestoen
werden. Die Losungsballen liegen als locker verklebte Bakterien-
oder Hefeballen auf der Agarfliche, wohl unterschieden von den
gleichmiBig ausgebreiteten, ausgestrichenen Bakterien an den amoben-
freien Stellen, auch deutlich verschieden von den durch die Amoben-
wanderung verschobenen und zusammengemischten Bakterien oder
Hefen auf dem Agar. Fitterung mit Hefe gab mir bei Amibe
Heidelberg und bei Telleramdhe besonders deutliche Bilder. Aber
auch bei Amdbe BrEssLav -+ B. Xerosis sind die Losungsballen deut-
lich und kennzeichnen die WanderstraBe der Amében.

Die ausgestoBenen Losungsballen sind nur zum Teil Verdauungs-
riickstinde. Was ausgestofen wird, kann und wird wieder aufge-
nommen und unter Umstinden auch verdaut. Es sind im UbermaB
anfgenommene Nahrungsmengen. Die iiberfiitterte Amobe preft
aus, was sie nicht halten kann. Da sie aber unablissig weiter
Nahrung aufnimmt, solange welche da ist, kommt es alsbald wieder
zur Uberfiitterung und zwar AusstoBung von Ballen. Die ausge-
stofenen Ballen sind durch zarten Schleim gebunden. Sie bleiben
nach RiEGEL ungefirbt oder nur wenig gefirbt, sind also noch nicht
tiefer von den Vakuolensiften angegriffen. Ebenso konnte bei
Leptomyza die AusstoBung von Kotballen festgestellt werden. Am
deutlichsten bei der Zucht Leptomyza - Rotbakterium. Das Rot-
bakterium ist ein gramnegatives Bakterium, dessen weitere ziichte-
rische Eigenschaften ich noch nicht feststellen konnte, das mit den
Leptomyza-Amoben aus Komposterde stammt. Es wichst vom Impf-
bock aus iiber die Agarfliche und die Leptomyxza-Amobe konnte bis
jetzt nicht von dem Rotbakterium getrennt werden. Bei Riegel-
firbung nimmt das Bakterium zart rosa Farbe an, und die Lepto-
myxen zeigen in dem blau gefirbten Entoplasma kleine und grofere
Vakuolen mit roten Koérnern, Ballen und Schollen, verbackene Rot-
bakterien. Solche Schollen und Ballen werden ausgestofen und
liegen als Losungsballen auf dem Agar, aber nur da, wo Amdben
sind oder waren. Dagegen konnte ich mich bei Platten von Amdba
BreEssLavu + Serum starr iiberzeugen, daf hier die Losungsballen
unverdaute Riickstdnde sind, die die Amobe ausstoft und nicht
weiter verarbeitet.

Bei Riegelfarbung erscheint das auf der Agarplatte ausgestrichene
Gallertserum zart rosa gefirbt. Rote lichte Massen und dunkelrote
Schollen sieht man in den Vakuolen der Amdbe und ... sattrot ge-
firbte schollige Korner liegen auf der Agarplatte. Letztere sind die
ausgestoBenen Losungsballen, hier am Glanz und der stirkeren Farbung
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deutlich von der aufgenommenen Serummasse unterscheidbar. Sie
finden sich nur bei den Amdben, nicht auf der freien Zuchtfiiche.

Die gereinigten Amében- und Ciliatenkulturen geben uns so
einen Einblick in die Verdauungsleistungen der Vakuolen und ihrer
Fermente. Doch ist damit die experimentelle Verwendbarkeit der
gereinigten Zuchten noch nicht erschopft. Sie ermdoglichen ferner,
den EinfluB der verschiedenen Zersetzungsstoffe von Bakterien-
ansitzen verschiedener Sorten auf die Ciliatenzelle zu priifen. Ich
habe iiber derartige Versuche schon berichtet,’) meine aber, es
diirfte lohnen, auch diese Untersuchungen noch weiter auszubauen.
Damals wurde gezeigt, daB menschenpathogene Bakteriengifte, wie
Tetanustoxin und Diphtherietoxin gar keine besondere Wirkung
auf Ciliaten ausiiben. Was man an Vergiftung erkennen konnte,
war nicht mehr, eher weniger, als was harmlose Bakterien, wie
Heubacillus u. dergl. auch zur Erscheinung bringen. Wahrschein-
lich meist Wirkungen der langsam steigenden Alkalitit der Zucht-
losung. Immerhin war das eigen, daf die erzeugten Vergiftungser-
scheinungen sich ausschlieflich im Plasma kundgaben, die zarte
und verwickelte Cilienhaut und die Kerne aber voéllig unberiihrt
lief. Die Plasmaerkrankung bestand in einer zunehmenden vakuo-
liren Entartung, welche schlieBlich die Haut des Ciliaten zum
Platzen brachte. Die Erscheinungen wurden mit WALLENGREENS
Hungerparamécium verglichen, und die Vermutung ausgesprochen,
daB dieses Hungerparamicium ein von Bakteriengiften vakuolisiertes
Paraméicium ist. Es wire reizvoll, das durch genauere Versuche
zu belegen. Zwar kann Paramicium nach meinen Erfahrungen
durch Waschung und sonstige Unternehmen nicht vollig gereinigt
werden. Es bleibt das gemeinste und aufdringlichste Wasserbakterium,
das Bact. fluorescens immer als letzter und zihester Begleiter zuriick.
Aber die Zucht Paramaecium -+ Bact. fluorescens ist auch eine ge-
reinigte Zucht, und mit ihr lassen sich immerhin einige Versuche
ausdenken.

Die Zucht Paramaecium -+ Bact. fluorescens muB in Losungen
10/ 00—" 10000 Pepton angesetzt werden, um die Wirkung der Pepton-
spaltlinge des Bact. fluorescens kennen zu lernen. Erginzend wéiren
auch Losungen von Traubenzuckerpepton, sowie von -einfachen
Aminokérpern, als Harnstoff, Glycocoll und Asparagin zu versuchen.
Die verwickelten Stoffmischungen, wie Harnverdiinnungen und sterile

!) OesLEr: Wirkung von Bakteriengiften auf Ciliaten. Centralbl. f. Bakt.
Bd. 86 1921 p. 494.
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Heuaufgiisse haben auch ihr Interesse. Dann wiren Bakterien-
macerationen zu versuchen. Zunidchst Bact. fluorescens dick in
Wasser aufgeschwemmt und wochenlang bei 37° bebriitet. Es ist
wahrscheinlich, da da giftige Stoffe auftreten. Dann kann, wenn
die Wirkung von Bact. fluorescens ++ Pepton bekannt ist. dieser An-
satz mit anderen Bakterien zubedacht werden, um deren Wirkung
auf Paramicium wenigstens annidherungsweise kennen zu lernen.
Es ist wahrscheinlich, daB ein Ansatz Paramaecium - Bact. fluores-
cens |- B. subtilis anders verliuft als ein solcher ohne den zweiten
Bacillus. Bei allen diesen Versuchen ist auf die Cilienhaut, auf
das Plasma und die Kerne zu achten. DaB es Gérungsansitze
gibt, die auf die Cilienhaut wirken, konnte ich bei Colpidium
campylum gelegentlich beobachten. Wird dieser Ciliat in Y/,
Traubenzucker - Hefe angesetzt so iibersteht er den leichten
Garungssturm 2—3 Tage und kann fortpflanzungsfihig auf andere
Nihransitze iibertragen werden. Gelegentlich aber kommen ver-
zerrte und verkriippelte Formen auf, Stérungen der Cilienhaut, die
sich bei guter Pflege in wenigen Tagen verlieren.

Ebenso ist auch auf Verédnderungen des GrofB- und Kleinkernes
zu fahnden. Wenn Jorros?!) den als Endomyxis bezeichneten Gro8-
kernzerfall durch Gaben von Ammoniak auslosen konnte, so ist zu
erwarten, daf alkalibildende Bakterienzersetzungen dhnliches leisten.
Die WooprurF'schen Zuchten sind meines Wissens noch nicht auf
ihren Bakteriengehalt gepriift worden: ein Versiumnis, das der an
die Arbeit mit gereinigten Zuchten gewdhnte Forscher nicht be-
greift — und nicht billigt.

Ubersicht der vorstehend erwihnten Stimme und Zuchten.

Ciliaten.

1. Colpoda Steini. Ab Plattenzucht 1916 in Sterilzucht gewonnen.
Wird in Wasser und Spinat 100° > 1 Stunde fortgefithrt. Wichst im
Wasser -+ Serum starr, aber nicht im Wasser 4+ Serum fliissig.

2. Colpoda cucullus. 1919 ab Cysten -} 37° X 6 Wochen bak-
terienrein gewonnen, seitdem mit Saccharomyces exiguus weiter gefiihrt.
Versuche, eine Steilzucht zu gewinnen, schlagen lange fehl, bis es
1923 gelingt, die ab Cysten -4 64° > 24 Stunden erweckten und
sterilen Ciliaten in Einzelfillen mit Spinat 100° > 1 Stunde am
Leben zu erhalten und fortzuziichten. Whéchst nicht im Wasser -+

1) Jorros: Biol. Centralbl. Bd. 36 1916.
Archiv fiir Protistenkunde. Bd. XLIX. 9
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Serum starr, aber schlecht, so daB die Zucht leicht nach 3—4 Uber-
tragungen eingeht.

3. Colpidium campylum.

In den fritheren Arbeiten filschlich als Colpidium colpoda benannt,
bis Prof. Bresscau die Bestimmung als Colpidium campylum richtig
stellte. Keine Sterilzucht bisher erreicht; wohl aber gereinigte
Zucht. Mit B. subtilis als alleinigem N#hr- und Begleitbakterium.
Diese monobakterielle Zucht wurde gewonnen durch Verdringung
der Wasserbakterien Y/,,, Pepton 4+ Heubacillus. Sie wird fortgefiihrt
in Y0, oder Y/, Traubenzuckerpepton, worin sich die Colpidien
monatelang halten. Bakterienfreie Colpidien konnen erreicht werden,
indem bei Ubertragung auf /,,, Traubenzucker und Hefe die Heu-
bazillen verschwinden und die Colpidien 1—2 Tage bestehen; also
auf Wasser -+ ein beliebiges Nahrbakterium iiberfithrt werden
konnen. Hefe nihrt die Colpidien nicht, weil der Schlund zu eng
ist, um die Aufnahme zu gestatten.

4. Balantiophorus 4 B. fluorescens.

Von Dr. Amster gewonnen. Zucht ab elektrisch betriebener
Waschung. Das B. fluoreszens mit meinen Mitteln zu vertreiben,
gelang nicht. Es wire erwiinscht, zu wissen, ob die AMSTER’sche
elektrische Waschung das vermag.

5. Paramaecium caudatum, Par. putrinum, Par. bursaria,
weill und Par. bursaria 4+ Chlorella-Einlagerung, alle in
monobakterieller Zucht mit B. fluorescens als alleinigem Begleiter.
Gewonnen durch Anreicherung mit B. fluorescens, bis die anderen
Wasserbakterien vertrieben sind. Die Zuchten sind versuchsmifig
noch nicht durchgearbeitet. Es fehlt die Einwirkung geniigend
macerisierter und zerfallender Fluoreszensbakterien auf die Paramicien,
sowie das weitere Studium der Einwirkung von Stoffzersetzungen,
bewirkt durch B. fluorescens.

Flagellaten.

6. Polytoma urella.

Sterilzucht, gewonnen nach Anreicherung im Ogata-Steigrohr,
ab Ausstrich auf Bouillon-Agar. Wird gehalten auf LOrrFLER-Serum
und in dessen Kondenswasser. Gelbliche Kolonien auf dem Serum,
in denen die Polytoma-Zellen keine Geifieln haben. Solche entwickeln
sich im Wasser in 10 Minuten. Der Flagellat war frither geniig-
samer in seinen Anspriichen an Zucht und Ndhrboden. Er wuchs
nach der Reingewinnung monatelang auf Bouillon-Agar, in /406
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Pepton und war ausdauernd. Heute, nach etwa 4jihriger Fortfiib-
rung auf LOFrLer-Serum will er auf Bouillonagar, in Bouillon und
Peptonverdiinnungen nicht mehr angehen. XKleie, LOFFLER-Serum
und dessen Kondenswasser fiihrt die Zucht fort, und auch da mu8
14 tagig bis 4 wochentlich iberimpft werden. Die 1916—1919 ge-
wonnenen Sterilzuchten von Kleinflagellaten existieren nicht mehr.

Amében.

Ebenso sind die damals erreichten Sterilzuchten von Amdben
nicht fortgefiihrt worden. Ich war damals der Ansicht, das lieBe
sich jederzeit rasch wieder gewinnen. Das scheint eine Uber-
schitzung gewesen zu sein; denn von Hartmannella aquarum habe
ich mich nachher lange gemiiht, die Sterilzucht wieder zu gewinnen,
ohne Erfolg. Bose Begleitbakterien dringten sich immer wieder
vor. Cystensterilisation habe ich allerdings noch nicht * versucht.

Dagegen habe ich neuerdings einige Amoben auf Wasser-Agar
~+ Serum starr zur Sterilzucht gebracht.

7. Amoeba BRESSLAU.

Dies der Laboratoriumsname, da der systematische Name noch
aussteht. Eine Wasseramobe, kenntlich durch ihre 3fache Form.
a) Die Schwebeform im Wasser ist die der 4. radiosa mit etwa 10
Strahlen: ein richtiger Morgenstern, b) die Haftform am Glase:
ein schmaler Haftansatz ist an die Glaswand angeklebt, und ficher-
oder blattartig ragt die Amobe ins Wasser, ¢) die Kriechform auf
der Agarplatte mit Pseudopodien, die die Bewegung betreiben.
Zeigt bei Riegelfirbung manchmal, nicht immer gleich deutlich eine
3-Schichtung des Protoplasma. AuBlen an den Pseudopodien und
bei der blattformigen Haftform lichtes, glashelles ungefirbtes Ecto-
plasma. Daran anschliefend ein Saum von ungekdérntem Plasma,
das wolkig-blaue Farbe angenommen hat. Das Entoplasma hilt
wenig WeiBkorner und Netzfasern; Vakuolen meist klein. Kern mit
Membran, lichter Zone und kuchenférmigem blauem Binnenkorper.
Stoft Kot- und Losungsballen aus. Wichst gut auf gramnegativen
Bakterien; langsamer auf Xerosebakterien, geht steril auf die mit
Gallertserum bestrichene Agarschicht itber. Hé&lt dann keine WeiB-
korner; firbt sich dunkel in Riegelfarbe und zeigt rosa gefirbte
Nahrungsvakuolen, die satt rot gefirbte Schollen als Kotballen
ausstofen. Zuchtansitze, Wasser ausdauernd, halten 2—3 Monate.
Cysten klein und sparlich. GroBe der Cysten 3 u. Grobe der

Amibe 6—8 u.
%
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8. Teichambobe.

Auch eine Wasseramdobe, aber ohne die radiose Schwebeform,
ohne die blattartige Haftform. Die Kriechform langgestreckt, oft
aber mit zweigartigen Ansdtzen. GroBe der gestreckten Amobe
10 x; der gerundeten Amobe 6 u. Cysten spirlich 4 u grof. Ecto-
plasma licht, glasig, in Riegelfarbe ungefirbt; umhiillt in nicht
sehr breitem Saum das Entoplasma. Eine Wolkenschicht kommt
nicht deutlich zur Ausbildung. Das Entoplasma tragt zahlreiche
WeiBkorner, meist mittelgroB, unter Umsténden auch bis zu 100 uu
grofien Schollen, die das ganze Plasma iiberfiillen. Diese sind in
Riegelfirbung farblos. Sie schwinden beim Nahrungsmangel. Die
blaugefirbten, Blaukorner und das feine Netzwerk blauer Fasern
ist weniger dicht als bei Amdba Bresspau. Die Vakuolen von den
WeiBkornern oft iiberdeckt. Der Kern ein gangbarer Caryosomkern.
LaBt sich von den Wasserbakterien auf der Agarplatte reinigen;
wachst auf der Platte, auf dem Schrigrohrchen und in Wasser bei
Erndhrung mit B. Xerosis, mit Saccharomyces exiguus; mit dem
LinpNer'schen Fetthefepilz, mit Einzellalgen, wie Chlorella usw.
StoBt keine Losungsballen aus; scheint grofie und kleine Zellen
ziemlich restlos zu verdauen. Nur die Cellulosehiillen der Algen
finden sich als Reste auf der Platte. Geht auf die Gallertserum-
schicht der Agarplatte iiber und 148t sich von da auf Schrigagar-
réhrchen mit Gallertserumaufstrich iibertragen und steril weiter
fithren. Die mit Serum gefiitterten Amoben halten Weillkérner.
Zucht im Wasserrshrchen 4 B. Xerosis oder in /,,,, Pepton - B.
Xerosis hilt monatelang aus. Cysten, wie gesagt, spérlich.

In der Arbeit bisher nicht erw#hnt, aber hier geeignet mit-
teilbar sei der Pseudomyxomycet Dictyostelium mucoroides als ver-
wendeter Zuchtstamm angefiihrt.?)

9. Dyctyostelium mucoroides. Pseudomyxomycet.

Stammt ab Mist. Bildet mucorartige Fruchtstinde, aus deren
Sporen eine Amébe aufgeht, welche Bakterien zehrt, sich vermehrt
und bei Nahrungsmangel zu Ziigen und Knoten sich zusammenlegt,
aus denen der Fruchtstand mit den Sporen im Képfchen des Frucht-
standes erwichst. Keimt nur bei Anwesenheit von Bakterien.
Keimt nicht oder keimt und verfillt auf Serumgallert.

10. Leptomyxa. Art beschrieben von Goopy.?) Mehrkernige

) Oenrer: Demonstration auf dem Mikrobiologentag in Wiirzburg 1922.
Centralbl. f. Bakt. I.
%) Goopy: Arch. f. Protistenk.
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GroBamdbe bis 100 mu grof. Kerne 1—50. Kernmembran zart:
lichte Zone schmmal; Binnenkorper kuchenformig. Ectoplasma schmal,
licht, nimmt keine Riegelfarbe an. Bildet Fransen und zarte Aus-
strahlungen. Entoplasma trigt keine WeiBkorner; lichtblaues,
wolkiges oder sehr feingemustertes Netzwerk von Blaukornern und
Fasern; umschliefit zahlreiche Wasservakuolen von betrichtlicher
Grofe, deren Pulsation wegen der Langsamkeit des Vorgangs
nicht verfolgt werden kann. Nahrung liegt staubformig oder ge-
ballt im Plasma, ohne sichtbaren Vakuolenrand. Stoft Kot- oder
Losungsballen aus. Bisher nur monobakteriell mit dem Begleiter
Rotbakterium zur gereinigten Zucht gebracht. Auf der Agarplatte
mit Gallertserum kamen einige Leptomyxen zu Gesicht. Sie zeigten
Weikorner, lichtes Entoplasma; keine erkennbaren Nahrungs-
vakuolen, keine Kotballen. Ubertragung auf Rohrchen gelang noch
nicht in reinem Zustand.

Was sonst noch an Amében, Flagellaten und Ciliaten in Zucht
und Bearbeitung steht, ist in der Reinigung noch so riicksténdig,
daB hier nichts erwédhnt werden kann.

11. Amoeba Heidelberg.

Mittelgrofe Wasseramobe, sonst noch wenig untersucht und
bisher der Reinigung nicht zugefithrt. Die Amobe ist ausgezeichnet
durch einen kleinen hefeihnlichen Symbionten, der in rundlichen
Vakuolen in dem Entoplasma der Amobe wuchert. Es werden
Ballen dieser Kleinhefen aus der Amdbe ausgestofen. Sie liegen
auf der Agarplatte, wo Amdben waren, aber nicht auf den amdben-
freien Stellen der Platte. Die Zucht der parasitischen Kleinhefe ge-
lang bisher nicht.

12. Telleramdbe.

Diese, etwa 60—80 u groBe, immer tellerrunde Amobe stammt
aus Garten- und Komposterde. Sie hat einen breiten Ectoplasma-
saum, dessen &duBere Schicht in Riegelfarbe glasig ungefirbt bleibt,
wihrend die innere Zone wolkig-blau wird. Das Entoplasma hilt
feine Blaukorner und feines Netzfaserwerk, das sich blau firbt. Als
Nahrung nimmt die Amébe gern Cysten von anderen Améoben auf.
Der Kern ist bldschenférmig, hilt keinen Binnenkorper in der
Mitte. Alles Chromatin ist in Schollen und Platten dicht unter
der Kernmembran angeordnet. Der Binnenraum des Kerns ist leer.
Die Amobe wandert langsam ohne Bildung von Pseudopodien. Sie
vermehrt sich auch langsam. Reinigung wollte darum bis jetzt
nicht gelingen.
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Meinen Dank an die Institute, in denen ich vorstehende Arbeiten
ausfithren konnte, habe ich schon erwéhnt. Es sind das Hygienische
Institut (Direktor: Geh. Rat Neisser) . und das Georg Speyer-Haus
(Direktor: Geh. Rat Korie); beide in Frankfurt a. M.

Fiir Uberlassung von Zuchten und Stimmen danke ich Frl
Prof. WesTERDYK in Baaren (Holland), Institut fiir Schimmelkunde,
Herrn Prof. HarTmany Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie; Herrn
Studienrat Spexe in Chemnitz; Prof. LINDNER vom Gérungschemischen
Institut in Berlin; Herrn Dr. Arnprt, Institut fiir Tropenhygiene in
Hamburg; Herrn Prof. REicEENBACH, Gdttingen.
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