Ueber Verwendung des Formalins zur Conserviruug von
Bakterienkulturen.

Von Dr. G. Hauser, Privatdozent der pathologischen Anatomie in
Erlangen.

Die Demonstration von Bakterienreinkulturen besonders auf
Gelatine, sowie von sogenannten Plattengiissen gehort zweifellos
mit zu den wichtigsten Hilfsmitteln des bakteriologischen Unter-
richts. Es haben sich daher auch schon verschiedene Autoren,
wie Soyka,!) Kral,?) Garre,3) Czaplewskit) und andere be-
miitht, Bakterienkulturen auf verschiedenen festen Nahrboden zu
conservieren und so aus den sonst verginglichen Kulturen zur De-
monstration jederzeit bereite und geeignete Dauerpriparate her-
zustellen. Namentlich ist es ein Verdienst Soyka’s gewesen, eine
Methode angegeben zu haben, durch welche es ermoglicht ist,
eine grosse Anzahl von Bakterienarten in der Form von Rein-
kulturen auf verschiedenen Nihrboden, wie Kartoffeln, Agar, Ge-
latine u. s. w. dauernd zu conservieren und so ein formliches
yhakteriologisches Museum“ anzulegen.

Allein sowohl das Verfahren Soyka’s als auch die von an-
deren Autoren angegebenen Methoden leiden an den sehr empfind-
lichen Mangeln, dass es nicht gelingt, die Kulturen in jedem be-
liebigen Entwicklungsstadium zu fixieren und dass es vor allem
iiberhaupt unméglich ist, Gelatine-Plattengiisse und Gelatine-Stich-
kulturen in Reagensgliasern von die Gelatine verfliissigenden Bak-
terienarten zu conservieren.

1) Centralbl. f. Bakt. u. Paras. I. 1887, No. 18. — Zeitschr. f. Hygiene
IV. 1888, S. 143.

2) Centralbl. f. Bakt. u. s. w., VI. 1889, S. 251. — Zeitschr. f. Hygiene
V. 1889, S. 497,

3) Fortschr. d, Med. IV. 1886, S. 392.

4) Centralbl. f. Bakt. u. s. w., VI, 1889, No. 15.
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Nun erscheint es aber doch gerade ganz besonders witnschens-
wert z. B. die fiir die Diagnose so hochst wichtigen Plattengiisse
und Gelatine-Stichkulturen der Cholera, des Milzbrandes und an-
derer Arten in jedem beliebigen Intwicklungsstadium zu fixieren
und fiir die Demonstration vorratig halten zu konnen, um auf
diese Weise ein anschauliches Bild von dem fortlaufenden Ent-
wiklungsgang der Kulturen zu erhalten.

Diesen Anspriichen diirfte die Conservierung der Kulturen
und Plattengiisse durch die Einwirkung von Formalindampfen in
80 ausgezeichneter Weise Geniige leisten, dass es wohl gerecht-
fertigt erscheint, wenn ich die iiber diese Conservierungs-Methode
gemachten Erfahrungen jetzt schon der Oeffentlichkeit iibergebe.

Die Formalindimpfe besitzen namlich, wie namentlich aus den
sehr interessanten Mitteilungen Penzoldt’s hervorgeht, eine so
ausserordentliche desinficierende Kraft, dass durch ihre Wirkung
nicht allein die an die Oberfliche heranragenden, sondern auch die
in den tieferen Schichten gelegenen Kulturen eines Plattengusses
offenbar in kiirzester Zeit in ihrer Entwicklung gehemmt und
schliesslich abgetotet werden. So gelingt es sehr leicht, auch von
verfliissigenden Bakterienarten Plattengiisse in jedem beliebigen
Entwicklungsstadium, selbst bei dichtester Durchsetzung der Ge-
latine, zu fixieren. Hiebei tritt unter andauernder Einwirkung
der Formalindimpfe allmahlich auch wieder eine vollige Erstarrung
der bereits verfliissigten Teile der Gelatine ein, ohne dass jedoch
der Eindruck der Verfliissigung fiir das Auge irgendwie verandert
wiirde ; erst durch Berithrung der verfliissigten Gelatine mit einer
Nadel oder durch Umkehren der Schalen kann man sich davon
iiberzeugen, dass der verfliissigte Bezirk thatsachlich wieder er-
starrt ist.

Die Kultaren in der noch starren Gelatine, und zwar nicht
allein die an der Oberflache, sondern auch die in der Tiefe ge-
legenen, bewahren sowohl makroskopisch als mikroskopisch voll-
standig ihr charakteristisches Ansehen:; nur bei sehr rapid ver-
fliissigenden Arten kann, wenn die einzelnen Kolonien bei zu weit
fortgeschrittener Entwicklung schon einen umfangreicheren und
tieferen Trichter bilden, innerhalb des von den Bakterien ge-
triilbten verflilssigten Gelatmebezukes eine Sedimentierung ein-
treten, wodurch die verflissigte Gelatine unter Concentrierung der
Bakterienmassen gegen die Mitte hin kiar wird und so die
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Kulturen an ihrem charakteristischen Ansehen einbiissen konnen.
Man wird daher gut thun, bei solchen Arten auch die stirkeren
Verdiinnungen eines Plattengusses zu fixieren, bevor die einzelnen
Kulturen einen Durchmesser von 6 bis 8 mm iiberschritten haben.

Das mikroskopische Ansehen, sowie die Farbbarheit der Bak-
terien selbst zeigte auch nach wochenlanger Einwirkung der For-
malindampfe nicht die geringste Veriinderung.

Geradezu iiberraschend schéne Resultate erhielt ich so nament-
lich bei der Conservierung von Choleraplatten von der dichtesten
Durchsetzung bis zur stirksten Verdimnung und in jedem be-
liebigen Entwicklungsstadium; die fixierten Platten unterscheiden
sich in Nichts von lebendem Material. Nicht minder gute Re-
sultate wurden mit Milzbrand, Proteus vulgaris, Staphylococcus,
Sarcina, sowie bei quantitativen Wasseranalysen erzielt, bei
welchen ebenfalls zahlreiche verfliissigende Arten zur Entwicklung
gelangten; dass auch Plattengiisse von nicht verfliissigenden
Arten, wie Bakt. coli commune, Typhus, Bakterium Zopfii und
anderen sich unter der Einwirkung von Formalindimpfen unver-
andert erhalten, bedarf wohl keiner weiteren Ausfiihrung.

Besonders wichtig ist es aber, dass auch Reagensglas-Stich-
kulturen von verfliissigenden Arten sich mittelst Formalins fixieren
lassen. So gelang es mir, Cholerakulturen mit dem so charak-
teristisch eingezogenen Verfliissigungstrichter (Luftblase), Milz-
brand mit der charakteristischen federbartihnlichen Ausstrahlung
im Impfstich bei beginnender Verflissigung an der Oberfliche,
ja selbst eine Stichkultur von Finkler’schen Spirillen mit bis
zur Tiefe reichender strumpfformiger Verflissigung vollig unver-
andert zu conservieren. Bei allen Kulturen ist hiebei die ver-
fliissigte Gelatine in fiir das Auge nicht wahrnehmbarer Weise
wieder starr geworden, wovon man sich durch Umkehrung des
Reagensglases iiberzeugen kann; bei der Finkler-Kultur ist
allerdings auch hier in Folge von Sedimentierung die verfliissigte
Gelatine wesentlich klarer geworden.

Ein weiterer Vorzug dieser Art der Conservierung ist der,
dass sowohl Plattengiisse als auch Reagensglaskulturen von dem
Momente an, als man sie den Formalindimpfen aussetzt, vor jeder
Verunreinigung durch Luftkeime selbstverstiandlich geschiitzt sind.

Die Ausfihrung der Methote ist in hohem Grade einfach.
Plattengiisse in Petrischalen erhalten unter den Deckel eine Ein-
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lage von Filtrierpapier, auf welches man 10—15 Tropfen Formalin
traufelt; hierauf bringt man die geschlossenen Schalen in eine
mit stark angefeuchtetem Fliesspapier ausgekleidete, gut schliessen-
de feuchte Kammer; in diese stellt man gleichzeitic noch ein
kleines offenes Schilchen, in welches man mit Formalin ange-
feuchtete Watte (etwa 15 Tropfen auf 1000 ccm Rauminhalt der
feuchten Kammer) legt.

Reagensglas-Stichkulturen werden mit einem lockeren Watte-
pfropf versehen, welcher mit etwa 8 —10 Tropfen Formalin an
seinem unteren lnde angefeuchtet wird,; man stellt dann die
Kulturen in senkrechter Haltung in ein entsprechend hohes cy-
lindrisches Glas, aut dessen Boden man mit Iormalin angefeuch-
tete Watte bringt (etwa 50— 60 Tropfen auf 1000 cem Raumin-
halt). Hierauf wird das Glas durch einen Hach aufliegenden
Deckel mittelst Vaselins luftdicht verschlossen.

Da die Formalindampfe auf die tieferen Schichten der Ge-
latine doch nur langsamer einzuwirken vermogen, so ist es zweck-
missig, bei sehr energisch verfliissigenden Arten die Reagens-
glaser nicht hoher als bis zu 4 cm mit Gelatine zu fiillen; es er-
folgt sonst in den tieferen Schichten noch weiteres Wachstum
unter Verfliissigung der Gelatine, wodurch dann die charakter-
istische Form der Vertfliissigung gestort wird.

Besonders wichtig ist es, stets nur ganz frisches Formalin zu
verwenden; namentlich schlecht verschlossenes Formalin verliert
sehr bald ganz wesentlich an Wirksamkeit: nur von der An-
wendung eines frischen, unzersetzten Formalins xind aber gute
Resultate zu erwarten. Aus diesem Grunde mowen wohl auch
Buchner und Segall?) bei der Priifung des Desinfektionsver-
mogens einer 10proc. Formaldehvdlosunz . welche ja nur 4 fach
verdiinntem Formalin gleichkommt, nur unbefriedizende Resultate
erzielt haben.

Es ist daher auch zweckmissiz, namentlich bei der Conser-
vierung von Reagensglas-Stichkulturen, anfangs taulich einmal noch
einize Tropfen frischen Formalins in die feuchte Kammer zu
bringen.

Ueher die Grenzen der Haltbarkeit der mit Formalin fixierten
Kulturen vermag ich bei der Kirze der Beobachtunusdauer noch

1) Miinchener med. Wochenschr, 18589, No. 20,
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keine bestimmten Angaben zu machen. Jedenfalls lassen sich
Plattengiisse und Stichkulturen von Cholera, Milzbrand, Staphy-
lococcus u. s. w. in jedem beliebigen Stadium viele Monate
makroskopisch und mikroskopisch unveridndert conservieren und
es ist, da bei dem Verfahren eine Abtotung der Bakterien er-
folgt, wahrscheinlich, dass man bei geeignetem Verschluss sowohl
Plattengiisse als auch Stichkulturen wird dauernd conservieren
konnen.

Doch ist nach meiner Ansicht auf eine derartige dauernde
Conservierung an und fir sich weniger Gewicht zu legen, ich
halte es fiir richtiger, auch in den theoretischen Vorlesungen iiber
Bakteriologie sich nicht an einmal vorhandene stereotype Schab-
lonen zu halten, sondern auch hier stets immer wieder mit dem
lebenden Material in Verbindung mit dem Experiment zu arbeiten.
Dabei geniigt es schon, Plattengiisse und Kulturen auf wenige
Wochen unveridndert fixieren zu konnen; man wird dann leicht
in der Lage sein, fiir jeden Vortrag die jeweilig erforderlichen
Plattengiisse und Kulturen in den verschiedenen charakteristischen
Entwicklungsstadien auch sicher zur Verfiigung zu haben, ohne
mehr von Witterungsverhiltnissen und sonstigen Zufalligkeiten
abhingig zu sein. In diesem Sinne aber kann das Formalin jetzt
schon als ein ganz vorziigliches Hiilfsmittel fiir den bakteriolo-
gischen Unterricht bezeichnet werden.
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