andere Wirkungskomponente des hormonalen Effektes, namlich die lebendige
Reaktion der Gebarmutterschleimhaut, wird meist auBler acht gelassen. Da-
bei ist bekannt, dafl das Endometrium zur Géinze oder im Bereich einzelner
Schleimhautbezirke in seiner Reaktivitit verandert sein kann. Dafiir bot auch
die bei unserer O6r1jihrigen Patientin erzeugte Menstruation ein beredtes
Beispiel. Bei ihr antwortete das seit iiber einem Jahrzehnt ruhende Endo-
metrium auf die Einwirkung oestrogener Substanzen nicht wie gewcChnlich
mit der Ausbildung typischer Driisenschlauche. Wir sahen im Strichciirette-
ment 14 Tage nach der ersten der vorbereitenden Injektionen zahlreiche
zystisch erweiterte Driisen mit abgeplatteten, statt hochprismatischen
Driisenepitheln, die auf die Zufuhr physiologischer Mengen brunsterregender
Stoffe entstanden. Obgleich wir den strikten Beweis dafiir nicht erbringen
konnen, nehmen wir an, daBl eine abwegige Reaktion des Endometriums in
der Pathogenese uteriner Blutungen eine groflere Rolle spielt, als wir gegen-
wirtig anzunehmen gewillt sind. Wir sehen darin nur eine Bestitigung der
biologischen Tatsache, dal Hormone tote Substanzen sind, die nicht mehr
und nicht weniger vermogen, als die vitalen Potenzen des lebenden Organis-
mus zu wecken,.

Damit hatten wir an Hand einer hiufig vorkommenden gynikologischen
Erkrankung die praktische Wichtigkeit der Mikroskopie illustriert. Wir
glauben gezeigt zu haben, dafl die Mikroskopie fiir die gyniikologische Endo-
krinologie unentbehrlich ist und bleibt.

BACTERIUM BIFIDUM, EIN FAKULTATIVER
ODER OBLIGATER ANAEROBIER?
Von DR. JOSEF MOSE

(Hygienisches Institut der Universitit Graz.
Prov. Leiter Doz. Dr. med. et phil. Franz Lieb)

Das Bacterium bifidum, jener von TISSIER (1) erstmalig beschriebene
Keim, beherrscht in den meisten Fillen das Bild der Darmflora des gesunden
Sauglings, besonders dana, wenn der Saugling mit Muttermilch erndhrt wird.
Die Frage seiner Herkunft im Siuglingsdarm war bis in die letzten Jahrc
cigentlich noch recht dunkel gewesen. Er wurde am 2.—3. Lebenstag regei-
miBig im Sduglingsstuhl vorgefunden. 1042 gelang es dann ROUFOGALIS
(2) in seiner eingehenden Arbeit, das Bacterium bifidum in der Vagina, im
ersten Mekonium des Neugeborenen, ja selbst im steril durch Punktion ge-
wonnenen EFruchtwasser nachzuweisen. In der AuBlenwelt, wie z. B. Brust-
warzen, Badewasser usw., gelang ihm dieser Nachweis niemals. In bezug
71 oben gestelltem Thema heiBt dies also, dall das Bacterium bifidum nur
dort nachgewiesen werden konnle, wo es unter geringem oder ohne Sauerstofi-
zutritt wachsen konnte. Es soll hier daher noch einmal dic
Frage der Sauecrstoffempfindlichkeit des Bacterium
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bifidum genauer erértertwerden. Die Durchsicht der Literatur
zeigte, daf} gerade hierin erhebliche Meinungsverschiedenheiten festzustellen
sind. ADAM (3), KRUSE (4), SCHIAPARELLI (5), ZEISSLER und
KAECKEL (6), STRANSKY und MASLOWSKY (7), RUHLE (8),
HENNEBERG (9) und BOVENTER (10) rechnen das Bacterium bifidum
zu den strengen Anaerobiern. NOGUCHI (11), BASTEN (12), KUTHE
(13) rechnen es zu den fakultativen Anaerobiern. BLAUROCK (14) sowie
ORLA-JENSEN (15) sahen bei alten Kulturen ausnahmsweise aerobes
Wachstum, rechnen Bacterium bifidum aber allgemein zu den obligaten An-
aerobiern. Zum Unterschied davon stellten CRUICKSHANK (16), PESCH
und ZOLLNER (17) auch normales aerobes Wachstum fest.

Es sollen zunichst die bei dieser Arbeit verwendeten Versuchsanordnungen
beschrieben werden, — Die Ziichtung erfolgte in jedem Falle auf dem von
BLAUROCK (14) angegebenen Nahrboden fiir das Bacterium bifidum.
Dieser Nihrboden zeigte sich nach eingehenden Vorversuchen als weitaus
der optimalste. Er hat folgende Zusammensetzung: Zu 500 g Leber kommen
1000 ccm aqua dest., nach zweistiindigem Kochen wird filtriert, das Filtrat
dann auf 1000 ccm mit aqua dest. aufgefiillt und dazu 10g Pepton, 5g
Kochsalz, 20g Agar-Agar, 10g Milchzucker und I ccm einer I  1000-
Cystinlosung gegeben. Das py ist 7,4.

Die anaerobe Ziichtung erfolgte ausschlieBlich nach dem FORTNER-
Verfahren. — In einer Anzahl von Nebenversuchen wurde auch das von
BOVENTER (10) im Sinne von KOCH angegebene Verfahren verwendet,
indem eine KUSTER-Schale mit jeweils 1 g Pyrogallol auf 10 ccm einer
20%igen Pottaschelosung beschickt wurde. An Stelle des KUSTER-Ver-
fahrens wurde mit obigen Losungen auch das Verfahren nach LENTZ er-
probt. Diese beiden Arten der anaeroben Ziichtung des Bacterium bifidum
erwiesen sich als zumindest ebenbiirtig, in einigen Fillen sogar besser als
das FORTNER-Verfahren.

Die Diagnose des Bacterium bifidum erfolgte erstens nach dem Aussehen
der Kolonien auf der BLAUROCK-Platte und zweitens in jedem Falle durch
die mikroskopische Feststellung charakteristischer Astformen des Bacterium
bifidum. Nur solche typische Astformen wurden im Versuch als Bacterium
bifidum angesprochen. Mit Ausnahme von Original-Stuhlausstrichen auf
Objekttragern, in welchen sich das Bacterium bifidum fast ausschlieBlich in
Stabchenform zeigte, konnten beim Abstrich verdichtiger Kolonien in jedem
Falle neben den meist in iiberwiegendem MaBe vorhandenen Keulenformen
Astformen festgestellt werden. Die Form der Kolonien zeigte sich auf der
BLAUROCK-Platte in kleinen, glattrandigen, halbkugelférmigen, weéilen
Kolonien, die im durchfallenden Licht ein gelbliches Zentrum besaflen. Aufler
dieser von BLAUROCK (14) als S-Typ bezeichneten Form konnte bei
35 Stimmen nur ein einziges Mal auch eine Kolonieform beobachtet werden,
die BLAUROCK mit R-Typ bezeichnete; kleine, mattweille, rauhe Kolonien,
etwas flacher als die Kolonien vom S-Typ.

Es wurden nun zunachst alle 35 im Versuch verwendeten Bacterium-bifi-
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dum-Stimme auf ihr aerobes Wachstum auf der BLAURQCK-Platte im
Brutschrank bei 37° gepriift. Es konnte dabei in keinem Falle ein Wachstum
des Bacterium bifidum festgestellt werden. Auch nicht bei Kulturen, welche
vorher vier Monate anaerob geziichtet und alle zwei Tage {iberimpft worden
waren. — Nach der geiibten Wartezeit von 72 Stunden waren in jedem
Falle die dicker beimpften Impfstriche noch voll zu erkennen, ja die darauf
befindlichen Bakterien noch teilweise so erhalten, daBl sie nach Beimpfung
einer FORTNER-Platte wieder angingen und mit allen oben beschriebenen
Einzelheiten als Bacterium bifidum zu erkennen waren. Ein Wachstum
aufdenaerobenPlatten, welche mittels eines Plattenmikroskopes genau
beobachtet wurden, war also in keinem F alle eingetreten, jedoch war
das Bacterium bifidum auch nicht abgestorben. Nun wurden insgesamt
15 Stimme, die nach dem FORTNER-Verfahren gut angegangen waren,
nach Herausschneiden der Prodigiosus-Kulturen bei Zimmertemperatur unter
aeroben Bedingungen stehen gelassen. Dabei zeigte sich, dal} einerseits die
Bacterium-bifidum-Kolonien keinerlei weiteres Wachstum mehr aufwiesen,
dafl sie jedoch anderseits teilweise noch bis zur vierten Woche auf anaerobe
Platten iiberimpfbar waren und sich nach wie vor GRAM-positiv farbten,
In dieser Zeit war natiirlich die nach dem Herausschneiden der Prodigiosus-
Kulturen iibriggebliebene Agarhilfte der BLAUROCK-Platte schon soweit
eingetrocknet, daf} die Bacterium-bifidum-Kolonien kaum mehr mit der Ose
abgenommen werden konnten. Trotzdem trat auch noch dann nach Uber-
impfung auf eine frische BLAUROCK-Platte, die anaerob nach FORTNER
verwendet wurde, wieder Wachstum ein.

Im einzelnen waren von den 17 dabei verwendeten Stimmen einer nach
16 Tagen, 12 nach rund drei Wochen und 4 erst nach der vierten Woche
abgestorben. Beachtlich war dabei die auBerordentliche Widerstandskraft
dieser einmal angewachsenen Kolonien gegen Austrocknung unter aeroben
Bedingungen.

Als nichstes wurden von 10 anaerob angewachsenen Kulturen hin-
gende Tropfen unter normalen aeroben Verhaltnissen angefertigt. Dabei
wurde als Flissigkeit Peptonwasser mit 1% Milchzucker und Cystinzusatz
nach BLAUROCK (18) verwendet. Diese Praparate wurden durch drei Tage
hindurch alle zwei Stunden auf geheizten Objekttragern bei 37° auf Wachs-
tum beobachtet. Es konnte wahrend dieser Zeit keine einzige Teilung fest-
gestellt werden. Nach diesen drei Tagen konnte in jedem Falle durch Ab-
impfen vom hiangenden Tropfen auf eine anaerob bebriitete BLAUROCK-
Platte wieder normales Wachstum erreicht werden. Auch hier also hatten
sich die ein z el nen Bakterien unter aeroben Bedingungen in keiner Weise
vermehrt, sondern sich nur lebendig erhalten.

In einer anderen Versuchsreihe wurden 10 Stimme des Bacterium bifidum
auf eine BLAUROCK-Platte geimpft, welche auf ihrer ganzen Flache dick
mit Bacillus prodigiosus iiberstrichen wurde. Diese Platte wurde dann, so
wie sie war, also unter aeroben Bedingungen, bebriitet. Dabei ging bei 9 von
den 10 untersuchten Stimmen das Bacterium bifidum gut an. Die porzellan-

189



weillen typischen Kolonien liefen  sich“'makroskopisch und mikroskopisch
leicht als Bifidus-Kolonien erkennen. Es soll gleich gesagt werden, da} dies
die einzige Moglichkeit war, das Bacterium bifidum auch unter aeroben Be-
dingungen zu ziichten, wobei natiirlich sofort zu bedenken ist, daB bei dieser
Art von Ziichtung von wirklich aeroben Verhiltnissen keine Rede sein kann,
denn die dick dartibergestrichenen Kolonien des Bacillus prodigiosus ver-
ringerten auf der Plattenoberfliche den Sauerstoffgehalt derart, dal doch
wieder annihernd anaerobe Verhiltnisse herrschtent),

Als niichstes wurden zur Untersuchung des unter aeroben und anaeroben
Bedingungen stehenden Bacterium bifidum das Verhalten der Polkérner ge-
pritft. Die Ko6rperchen waren im Bacterium bifidum meist in der Mehrzahl
vorhanden. Sie befanden sich nicht nur an den beiden Polen, sondern meist
auch noch im ibrigen Bakterienleib verteilt. Dabei variierte aulerdem noch
die GroBe der Korperchen erheblich. Die Verastelungen enthielten den
meisten Fallen jeweils ein eigenes kleines Polkorperchen. Zunichst wurde
fiir diese Polkérperchen des Bacterium bifidum der optimale py-Wert dcr
Farbeflissigkeit festgestellt. Am giinstigsten erwies sich eine o0,2%ige
Methylenblaulésung in 5%igen Loésungen von Milchsiure oder Lssigsiure
mit einem pj von 2,3—2,5. Uber oder unter diesem pr-Wert war die Au-
farbung wesentlich schlechter. Danach kann die gewdhnliche Firbemethociz
der Polkérperchen nach NEISSER auch fiir das Bacterium bifidum als beste
angesehien werden.

Bei allen 35 Stimmen zeigte sich eine deutliche Firbung der Polkorper
chen, solange die Stimme anaerob geziichtet wurden. Dabei spielte es gar
keine Rolle, ob diese Stimme jung oder alt waren. Auch die Anzahl der
Uberimpfungen war ohne Bedeutung. Unter aeroben Bedingungen verschwan-
den jedoch die Polkorperchen nach spitestens vier Tagen. Sie waren aber
sofort wieder darstellbar, sobald unter anaeroben \erhiitnissen weiter-
geziichtet wurde. Auch diese Versuche also zeigten ein Aufhoren der nor-
malen Erscheinungen des Bacterium bifidum, sobald es in aerobe Lebens-
bedingungen geriet.

Nach all dem Beschriebenen erscheint e¢s cigenartig, dall zwei Autoren
normales Wachstum unter aeroben Bedingungen beobachten konnten. —-
Was die Arbeit von PESCH und ZOLLNER (17) anbelangt, sei festgestelit,
dafl dabei das Bacterium bifidum und acidophilum in einer Weise getrennt
wurden, die nicht ganz einwandfrei erscheint. Eine Unterscheidung dieser
beiden, sich in ihren Stabchenformen sehr dhnlich sehenden Bakterien nach
»gerade Stibchen* = Bacillus acidophilus und ,,gekriimmte Stibchen” =
= Bacterium bifidum scheint nicht ausreichend genug. PESCH und ZOLI.-
NER beobachteten auch einen Ubergang von Bacterium bifidum in Bacillus
acidophilus sowie beider in eine Kokkenform und auch umgekehrt. Jedoch
muf} die Bemerkung in der Arbeit ,,die mikroskopisch in die gleiche Gruppe

") Dies wird auch durch die Tatsache unterstrichen, daB immer zuniichst der

Prodigiosus-Rasen wuchs und dann erst nach cinigen Stunden die typischen
Bifidu--Kolonien zu beobachten waren.
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gehorenden Stimme zeigencein kulturell sehr verschiedenes Bild* den Ver-
dacht nahe legen, daB es sich in Wirklichkeit um verschiedene Balkterien-
arten gehandelt hat, die, weil mikroskopisch gleich aussehend, in die gleiche
Gruppe eingereiht wurden. Ein einwandfreies aerobes Wachstum wire damit
leicht verstiindlich, da das Bacterium acidophilum ja gutes aerobes Wachs-
tum zeigt. CRUICKSHANK (10) beobachtete ebenfalls aerobes Wachstum
des Bacterium bifidum. Er untersuchte 8 Stimme von Sauglingen und 2 von
der Maus. Von diesen Stimmen, die alle als glatte nach BLAUROCK, also
S-Typen, beschrieben werden, wurden allerdings nur 4 der Siuglingsstaimme
von einem Antiserum gegen einen glatten Stamm agglutiniert. Von BOVEN-
TER (10) wurde hingegen an 18 Stimmen, unter denen sich 2 vom R-Typ
befanden, festgestellt, dafl mit Ausnahme dieser beiden R-Typen alle ver-
bleibenden Stimme vom S-Typ vom Antiserum mehr oder weniger, aber doch
in jedem Falle agglutiniert wurden.

AbschlieBend kann also gesagt werden, daB das Bacterium bifidum in den
hier untersuchten IFillen niemals ein einwandfrei aerobes Wachstum gezeigt
hat. Diese Tatsache sowie der sofortige Stillstand des Wachstums, sobald
das Bacterium bifidum von anaeroben in aerobe Lebensbedingungen geriit,
ferner das Aufhoren der Polkérperchendarstellbarkeit unter den gleichen
Voraussetzungen zeigt, dafl es wohl auch nicht zu den fakultativ anaeroben
Bakterien gerechnet werden kann. DaB} es sich allerdings so lange Zeit in
aeroben Verhiltnissen lebensfihig erhalten kann, ohne dabei seine Formen
wesentlich zu verindern, daBl es auf einer BLAUROCK-Platte, die einfach
dick mit Bacterium prodigiosus iiberstrichen und im iibrigen aerob ist, noch
wiichst, 1ifit es aber auch nicht zu den strengen Anaerobiern zahlen.

Bacterium bifidum ist also ein obligater, nicht sehr sauer-
stoffempfindlicher Anaerobier.

Zusammenfassung

1. Der BLAUROCK angegebene Milchzucker-Cystin-Leber-Agar
erwies sich in jedem Tall als der fiir das Bacterium bifidum bisher
glinstigste Niihrboden.

2. Bei der anaeroben Ziichtung des Bacterium bifidum hat sich neben dem
FORTNER-Verfahren auch der von BOVENTER im Sinne von KOCH
angegebene Ersatz der Kalilauge durch Pottasche beim KUSTER- oder
LENTZ-Verfahren ausgezeichnet bewahrt.

3. Bacterium bifidum wuchs auf BLAUROCK-Platte unter normalen
aeroben Verhiltnissen niemals.

4. Die Kolonien des Bacterium bifidum hielten sich, einmal anaerob zum
Wachsen gebracht, unter Luftzutritt bis zu vier Wochen lebensfihig. Ein
weiteres Wachstum erfolgte dabei nicht mehr. Es zeigte sich dabei eine grofie
Widerstandskraft des Bacterium bifidum gegen Austrocknung.

Bacterium bifidum zeigte bei dreitigiger Beobachtung im hingenden
Tropfen bei 37° unter normalen aeroben Verhaltnissen keinerlei Wachstums-
erscheinungen.
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6. Mit geringen Ausnahmen wuchs Bacterium bifidum auf einer BLAU-
ROCK-Platte, die vollkommen mit Bacillus prodigiosus iiberstrichen und unter
aeroben Verhiltnissen bebriitet wurde.

7. Es wurde fiir das Bacterium bifidum der giinstigste pg-Wert zur Farbung
seiner Polkorperchen bei einer 0,2%igen Methylenblaulosung von pyg 2,3 bis
2,5 festgestellt.

8. Die Firbbarkeit der Polkorperchen des Bacterium bifidum verschwand
nach spitestens 4 Tagen unter Luftzutritt.

9. Bacterium bifidum wurde abschlieBend als obligater, nicht sehr sauer-
stoffempfindlicher Anaerobier bezeichnet.
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