Uber Anaerobiose, zwei Faulniserreger und

Bacillus botulinus.
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Erster Teil.

Untersuchungen iiber einige Ziichtungs- und
Isolierungsmethoden.

" A. Die Ziichtung in fliissigen Substraten.
Allgemeines und geschichtlicher Uberblick.

Die Ziichtungsmethoden der Anaerobier sind, soviel man
gich auch mit ihnen beschiftigt hat, noch wenig einheitlich, und
immer wieder sind neue Vorschlige aufgetaucht, wie den ent-
gegentretenden Schwierigkeiten zu steuern wiire.

Lange Zeit hatte man peinliche Sorgfalt darauf gelegt, den
Zutritt freien Sauerstoffes zu den Kulturen abzuhalten und den
in ihnen enthaltenen Sauerstoff zu evakuieren, durch ein mig-
lichst indifferentes Gas zu verdringen oder durch chemische
Mittel zu binden.

Die Evakuierung lie8 man aber bald wieder fallen, da es
selten gelang, den an den Winden der Kulturgefifie sich fest-
setzenden Sauerstoff in geniigender Weise zu entfernen, um das
richtige Spannungsminimum zu erreichen. Bei Durchleitung von
Wasserstoff miflang die Ziichtung in manchen Fillen, da be-
sonders empfindliche Bakterien selbst durch dieses recht in-
differente Gas geschidigt werden konnen; sie ist auch etwas
umstandlich. Die Absorption des Sauerstoffes, besonders mit
Pyrogallol und in der Buchnerschen Rohre, hat sich sehr
bewihrt; doch sann man auf einfachere Methoden: einmal um
Zeit zu sparen, dann um vielleicht das temere Pyrogallol zu
Sitzungsberichte der phys.-med. Soz. 41 (1909). 14
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umgehen, und endlich um in der Beobachtung der Kulturen durch
die oft bis zum tiefsten Schwarzbraun eintretende Verfirbung
nicht gehindert zu sein.

Die Ziichtung ohne AbschluB der Luft.

Die Kultur von Anaerobiern (als Reinkultur ohne Zusatz
sauerstoffzehrender Bakterien) moglichst ohne Luftabschlufl hat
sich verhéltnisméflig spit Eingang verschafft.

Zwar hatten bereits 1889 Tizzoni, Cattani und Baquis
die Beobachtung gemacht, daB der Tetanusbazillus in Kaninchen-
blut ohne anaerobiotische Kautelen zur Entwicklung kam. Schon
im folgenden Jahre erschien eine Abhandlung von Theobald
Smith, in der er mitteilt, daB er strenge Anaerobier in einer
Bouillon geziichtet habe, der ein Stiick Organgewebe, sei es
Leber, Milz oder Niere zugesetzt war, und im Jahre 1899 folgten
die Mitteilungen E. v. Hiblers iiber das Wachstam von Bac.
tetani und anderen strengen Anaerobiern in dickfliissigem Hirn-
brei und sterilisiertem Kaninchenblut, von denen er das erstere
Nahrsubstrat spiter auch speziell zur Anreicherung verwendete.

So wichtig diese Entdeckungen waren, scheinen sie doch
die verdiente Beachtung nicht gefunden zu haben, bis im Jahre
1905 Tarozzi berichtete, daf er Tetanus-, Psendotetanus- und
Rauschbrandbazillen unter Luftzutritt in gewéhnlicher Bouillon
wachsen sah, wenn in ibr nur ein Stiick irgendeines steril ent-
nommenen Organes von Kaninchen, Meerschweinchen etc. ent-
halten war.

Doch die Forderung der sterilen Entnahme des bendtigten
Organstiickes komplizierte das Verfahren vorerst noch.

Tarozzi schrieb den Erfolg einer in der Leber enthaltenen
wasserloslichen, aber nicht hitzebestdndigen Substanz zu, die
durch Reduktionswirkungen die Anaerobier zur Entwicklung
kommen lieBe. DaB die Theorie von der Hitzeunbestindigkeit
dieser Substanz nicht stichhaltig ist, hat Wrzosek nachgewiesen,
nach dessen Angaben selbst eine bis auf 140° erhitzte Organ-
bouillon fiir anaerobiotische Kulturen verwendbar ist; anderer-
seits wollte Hata nicht unwesentliche Schidigungen beobachtet
haben, die der Nihrboden unter der Einwirkung hoherer Tem-
peraturen von 60° aufwirts erleide. Auch Wrzosek hat eine
Minderung der Reduktionswirkung gesehen, aber nur dann, wenn
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der Nahrboden ldngere Zeit, d. h. tage- und wochenlang dem
Licht und der Luft ansgesetzt war; insbesondere stellte er fest,
daB die in den Nihrboden eindringende Luft schidige. Der
Hitze schreibt er keine Verminderung der Wirkung zu, er fand
im Gegenteil, ,dafl die in Rede stehende Substanz sich nicht
bloB in frischen, sondern auch in sterilisierten, nicht frischen,
Jja sogar der Faulnis anheimgefallenen Gewebsstiicken befindet¥,
und endlich, daf8 Holzkohle, Steinkohle und Koks das Wachstum
der Anaerobier in Bouillon ermoglichen.

Nach meinen Erfahrungen mit Organbouillon muff ich mich,
was die Hitzebestindigkeit oder -unbestindigkeit jener Substanz
anbetrifft, den Ausfiihrungen Wrzoseks anschliefen. Im Gegen-
satz zu Hata habe ich durch Erhitzen keine in Betracht
kommende Wachstumsverzigerung beobachtet, wenigstens was
den Bac. tetani betrifft, da ich mit Rauschbrand- und malignen
(Odembazillen keine Untersuchungen angestellt lLabe. Hata
berichtet, da bei Gewebe, das eine Stunde bei 100° im stromen-
den Dampf gehalten worden war, erst am dritten Tage Wachs-
tum eintrat. Ich habe meine Organbouillon zwar nur 3/, Stunde
(vom Stromen des Dampfes ab gerechnet) sterilisiert, hatte
die zugesetzte Leber aber in der Regel vorher schon einmal
3/, Stunde bei 100° gehalten, so dal bei meiner Bouillon die
Organstiicke eigentlich 1!/, Stunde dem stromenden Dampf aus-
gesetzt waren. Trotzdem habe ich auch bei dem Bac. tetani
schon nach 24 Stunden beginnendes Wachstum feststellen konnen.
Einen Vergleich mit steril entnommenen Organen habe ich nicht
gemacht, da Wachstum stets in befriedigender Weise eintrat
und ich keinen MiBerfolg zu verzeichnen hatte.

Bei entsprechend sorgfiltiger Herstellung der Kulturrohrchen
bekommt man auch keine Triibungen, die E. Pfuhl und Hata
storend finden. Man muB sich nur vorsehen, daB frische Leber
beim Einfiihren in das Reagenzglas nicht gepreft und dab wo-
moglich kein Blut herausgedriickt wird. Ferner soll man die
dariiber zn schichtende Bouillon behutsam an der Glaswand
entlang einflieBen lassen; noch leichter erhilt man eine klare
Fliissigkeit, wenn man sterilisierte Leber verwendet. Ein Be-
schmieren der Winde wird dadurch vermieden, daf man weitere
Reagenzgliser verwendet und sie durch ein engeres, dessen Kuppe

man abgeschnitten hat, fillt.
14¢



— 212 —

Ich habe niemals eine Verunreinigung in meinen Réhrchen
gesehen, die auf ungeniigende Sterilisation zuriickzufithren war.
v. Hibler sterilisierte seinen Hirnbrei 3—4 mal in Zwischen-
riaumen von 1—2 Tagen jedesmal mindestens eine halbe Stunde
lang im Dampfapparat; er hélt von den Sterilisierungswegen,
die Wrzosek und Harras einschlugen, nur den Wrzoseks in
allen Fillen fiir sicher. Wenn man im iibrigen die Vorsicht
‘gebraucht, die einige Tage aufbewahrten Rohrchen auf Sterilitat
zu priifen, wird man nicht durch hitzebestindige Keime be-
liastigt werden. Bei einem aufmerksamen Laboratoriumsbetrieb
kann das zundchst vereinzelte Vorkommen solcher Verunreini-
gungen bemerkt und darf im Interesse der Durchfithrung aller
bakteriologischen Aufgaben nicht iibersehen werden.

Eine Modifikation der Organbouillon hat E. Pfuhl gemacht,
um eine vollig klare Bouillon zu erhalten; er bereitet sie nicht
wie iiblich aus Muskeln, sondern aus frischer Rinderleber und
will damit bei Ziichtung von Bac. tetani, Bac. putrificus Bien-
stock und anderen strengen Anaerobiern gute Resultate be-
kommen haben. (Er bemerkt nur, daB sein Tetanusstamm in
dieser Bouillon an Giftigkeit verloren habe.) Dadurch wiirden
also die Untersuchungen Wrzoseks iiber die Wasserloslichkeit
und Hitzebestindigkeit der reduzierenden Substanz bestitigt.

Man ist aber nicht allein auf organische Stoffe angewiesen;
auch anorganische sind verwendbar, namlich Metalle und Salze,
die, der Nahrbouillon in gewisser Konzentration zugesetzt, oft
ein sehr lebhaftes Wachstum der Anaerobier bewirken. Trenk-
mann ist wohl der erste gewesen, der ein anorganisches Re-
duktionsmittel nahm, und zwar Natriumsulfid (Na,S), das er in
ein fliissiges Nahrmittel brachte und damit ohne weiteres Wachs-
tum von Anaerobiern erzielte. Hammerl versuchte es etwas
spiter mit Ammoniumsulfhydrat. Aber damit gelang die Ziichtung
nicht ganz in der gewohnlichen Weise; es muBite erst wie beim
Wrightschen Verfahren — das sich in variierter Form auch
Burri zunutze gemacht hat — ein mit Pyrogallolldsung ge-
trinkter Wattebausch in das Reagenzglas geschoben und ein
Gummipfropfen wenigstens so lange dariiber gesetzt werden, bis
ein gewisser Grad der Entwicklung eingetreten war.

Auch Rivas nahm Ammoniumsulfhydrat; er bewirkte aber
den AbschluB des Sauerstoffes durch eine 2 cm hohe Olschicht.



— 213 —

Doch ist diese fiir einen exakten LuftabschluB allein unzureichend,
wie ich spiter ausfilhren werde. Rivas versah iibrigens, als
er die Durchldssigkeit der Paraffinolschicht erkannt hatte, seine
Gliser mit einer Einschniirung.

Andere, wie Wrzosek, fanden Eisen, Zink und Kreide,
Hata neben Eisen, Zink, Aluminium und in schwicherem MafBe
Zinn, Schwefelverbindungen des Natriums, besonders Natrium-
sulfit (Na,S0O,) als Zusatz zur Bouillon geeignet, letzteres freilich
nur dann, wenn ein Stiick Agar mit @iberimpft wurde, wihrend
Zusatz von Natriumsulfit allein kein Wachstum hervorzubringen
vermochte. Die Giftigkeit eines vollvirulenten Tetanusstammes
war nach Hata in der Eisenbouillon sehr reduziert, in der
Natriumsulfitbouillon oft stdrker als in Organbouillon, mitunter
auch stidrker als unter Wasserstoff.

Untersuchungen iiber verschiedene Reduktionsmittel.

So jung die Ziichtung der Anaerobier ohne Luftabschlufl
ist, hat doch das Interesse hierfiir schon viele Arbeiten ge-
zeitigt; aber die sich stindig mehrende Literatur iiber dies oder
jenes mit positivem Erfolge angewendete Zusatzmittel ist fast
geeignet, in die bestehenden Verhéltnisse mehr Verwirrung als
Klarheit zu bringen. Ich habe daher wenigstens einen Teil der
mannigfachen Reduktionsmittel, bei deren Gebrauch von positiven
Resultaten berichtet wird, auf ihren praktischen Wert gepriift
und zwar zunidchst an vier Stimmen, ndmlich an:

Bac. putrificus, bezogen von Kral,

Bac. putrificus, der dem Institut von Herrn Dr. Bien-

stock in Milhausen iiberlassen war,

einem von E. v. Hibler gefundenen und als ,Art15“ be-

zeichneten Eiweilizersetzer,

Bac. tetani aus der Institutssammlung.

Damit wurde geimpft (vgl. die umstehende Tabelle) je ein
Rohrchen mit 10 cem (im stromenden Dampf sterilisiert):

Bouillon pach Tarozzi (aber mit bereits vorher schon

einmal sterilisierten Organstiicken),

Leberextrakt nach E. Pfuhl,

Hirpbrei nach v. Hibler,

gewdohulicher Bouillon von schwach alkalischer Reaktion

-+ Kartoffelzusatz,
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gewohnlicher Bouillon von neutraler Reaktion - 0,05,
0,07 wnd 0,1 g Natriumsulfit,
gewdohnlicher Bouillon von schwach alkalischer Reaktion
-+ 0,5 g Eisenfeilicht,
gewohnlicher Bouillon von schwach alkalischer Reaktion
-+ je 1,0 g Tierkohle, Holzkohle, Steinkohle und Koks,
Leberextrakt nach E. Pfuhl von schwach alkalischer
Reaktion 4 0,5 g Eisenfeilicht,
Leberextrakt nach E. Pfuhl von neutraler Reaktion |- 0,05,
0,07 und 0,1 g Natriumsulfit.
In fast allen Rohrchen erfolgte Wachstum. Ks versagten
nur die, die Natriumsulfit (Na,SO,) enthielten, und zwar bei Bac.
tetani und den beiden Stimmen von Bac. putrificus.

a - Enthvmkl_ung am ? T‘ﬁge von: -

Bac. putrificus L ) -

e e é b = Bac.

51 | Bien- |2 E | torani

Kral stock | o - ant
Nihrboden (10 cem hohe v Hlbl.er ! ! 1 !
. . Tarozzi 1 1 1 1
Schicht) bereitet nach E. Pfuhl 1 1 1 1
Bouillon nach E. Pfuhl, zu 10 ccm 0,5 Fe 1 1 1 1
Neutrale E. Pfuhlsche Bouillon, I 0,05 — — 1 —
versetzt mit Natriumsulfit 0,07 — — 1 —
(Na,S0,), auf je 10 ccm l 0,10 — — 1 —
Neutrale gewohnliche Bouillon, I 0,05 — — 1 —
versetzt mit Natriumsulfit 0,07 — — 1 —
(Na,S0,), auf je 10 ccm l 0,10 — — 1 —
Gewohnliche Bouillon (schwach alkalisch) = — — - . -
dsgl. zu 10 ccm 0,5 Fe |2 2 1 2
Kartoffel |2 1 12
l Tierkohle 2 2 2. 1 —
dsgl. zu je 10 ccm 1 g von Holzkohle - 1 1 2
Steinkohle = 2 2 2 2
l Koks I3 2 1 2

Ist nun ein Mittel, bei dessen Anwendung man ohne Luft-
abschluf Wachstum von Anaerobiern beobachtet, damit auch
praktisch zu Ziichtungszwecken verwendbar? Ich glaube nicht.
Denn dazu gehirt vor allem, daf die Bakterien abgesehen von
der Entwicklung normaler Formen bestimmte typische Eigen-
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schaften &uBern. Von diesem Gesichtspunkt aus ist insonder-
heit die Natriumsulfit- sowie die Eisenbouillon nicht empfehlens-
wert.

In ersterer war das Wachstum der Art 15 v. Hiblers
ganz ohne Girung verlaufen; auch in einer Pfuhlsalzbouillon.
Ich erwihne das ausdriicklich, weil Art 15 in Pfuhlbouillon
sonst eine sehr lebhafte Gérung verursacht, zumal wenn -man
sie iiber Pyrogallol stellt. Es lag somit nahe, daB Natrium-
sulfit eine die Garung hindernde und damit vielleicht fiir viele
Bakterien entwicklungshemmende Wirkung hat. Daher versetzte
ich je drei Rohrchen mit Pferdeleber und mit Muskeln vom
Schwein, iiberschichtete sie mit 10 ccm npeutral reagierender
Bouillon und gab dann noch 0,05 g Natriumsulfit hinein. Zur
Impfung benutzte ich fiir je ein Rohrchen mit Pferdeleber so-
wohl wie mit Schweinefleisch Bac. putrificus Kral, Bienstock
und Art 15 und legte zu jedem Rohrchen eine Kontrollkultur
an, die eine gleiche Quantitit und Qualitit von Gewebe wie
das Versuchsrohrchen enthielt, nur daB es mit 10 ccm gewdhn-
licher Pferdefleischbouillon iiberschichtet war. Wéhrend in
allen Kontrollrshrchen die Entwicklung mit energischer Girung
verlief, entwickelte sich in den Rohrchen mit Salzzusatz nur
die Art 15; ihr Gérungsvermigen war aber auch hier auf ein
Minimum reduziert, obwohl die Faulnis, nach dem intensiven
Geruche zu schlieBen, sehr lebhaft sein mufite.

In der Eisenbouillon war die Entwicklung gut bis auf den
Tetanusbazillus, der hiufig zu langen Fédden auswuchs und keine
Neigung zur Sporulierung zeigte. Hata hat nun festgestellt,
daB die Giftigkeit eines vollvirulenten Tetanusstammes in Eisen-
bouillon auf weniger als 100 g 4+ Ms pro 1 ccm herabsank,
und Ferran und Grixoni haben nachgewiesen, daf der Bac.
tetani nicht nur streng anaerobiotisch wichst, sondern dal er
sich unter Umstéinden dem Substrat anpassen kann, ja dal er
bei geeigneter Umziichtung vollstindig aerobiotisch gedeiht, dann
aber die Fahigkeit der Sporen- und Toxinbildung verliert. Man
darf daher wohl aus jenem Sinken der Giftigkeit in Eisen-
bouillon schlieBen — wie es auch Hata tut —, dal in ihr nicht
der Sauerstoftmangel herrscht, der zu einer strengen Anaerobiose
verlangt werden mub.

Die Tierkohle hat sich als nicht geeignet erwiesen. Tetanus-
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bazillen wuchsen in dieser Bouillon iiberhaupt nicht, die iibrigen
gepriiften Arten nur sehr mangelhaft.

Bessere Existenzbedingungen boten Holzkohle, Steinkohle
und Koks. Doch schienen sie dem Bac. putrificus Kral weniger
zuzusagen, da dieser mech am dritten Tage gegeniiber dem
Bienstockschen Stamm und Art 15 sehr riickstindig war. Der
Tetanusbazillus ging gleichfalls nur langsam an, die Versporung
kam zogernd und mangelhaft, und Art 15 zeigte viele Involutions-
formen.

Die Kartoffel scheint, nach der erhohten Tétigkeit von
Art 15 und den Putrificusarten zu schlieBen, als Zusatzmittel
zu Bouillon geeignet, nur schien mir bei Bac. tetani die Sporu-
lierung etwas verzogert zu sein.

Am besten von allen Fliissigkeiten hat sich die Bouillon
aus tierischem Organgewebe bewdhrt. Doch schwankt ihre
Brauchbarkeit je nach der Art der Bereitung. Selbstverstindlich
sind alle Néihrsubstrate, auch die mit Zusatz von festen Stoffen,
dem schidigenden Einfluf der Luft ausgesetzt; aber diese trifft
in ihnen grundverschiedene Verhiltnisse an: einerseits eine
Fliissigkeit, in der die reduzierende Substanz geldst ist, ander-
seits Organstiicke, die als solche reduzierend wirken, und von
denen etwas in Losung geht, sei es, dal sie in Klumpen am
Boden liegen oder mehr verteilt der Fliissigkeit ein breiférmiges
Aussehen verleihen.

Bei der Pfuhlschen Fliissigkeit ist das Reduktionsvermogen
nach 5—6 Tagen erheblich gesunken. Ich machte diese Be-
obachtung besonders mit Art 15, die, sonst G ram -bestindig,
in Pfuhlbouillon plétzlich JG — geworden war. Als die Gram-
negativen Bakterien zur Kontrolle, ob man es etwa mit einer
Alterserscheinung zu tun habe, in Tarozzische Bouillon (wie
ich der Kiirze halber die nach seinem Vorgang bereitete, aber
sterilisierte Bouillon nennen will) iberimpft worden waren,
wurden sie wieder JG -4 und bei erneuter Uberimpiung in
Pfuhlbouillon aufs neue JG —. Zwar war die Entwicklung
sehr reichlich, fast gesteigerter als in anderen Medien, aber
die Bildung von kurzen Ketten bis zu sechs und sieben Gliedern
verschwand, kaum daf einmal zwei Stibchen aneinander lagen,
und die sonst kriftigen, geraden Bazillen waren mehr oder

weniger geschrumpft.
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Als ich dieser Erscheinung nachging und eine solche Bouil-
lon unmittelbar nach der Entnahme aus dem Sterilisierungs-
apparat und nach rascher Abkiithlung mit Art 15 impfte, er-
schien sie zundchst JG -, die Farbbestindigkeit vieler Individuen
hatte aber schon nach zweimal 24 Stunden bedeutend nach-
gelassen, und sechsmal 24 Stunden spiter war iiberhaupt keine
Gram-positive Form mehr vorhanden.

Auch den anderen gepriiften Arten gewihrte diese Bouillon
nur kurze Zeit die fir ihr Fortkommen nitigen Lebensbe-
dingungen; besonders der Tetanusbazillus zeigte schon von An-
fang an keine Neigung Sporen zu bilden.

Ein gewisser Wert mull aber der Leberextraktbouillon zu-
gesprochen werden, den sie vor der gewohnlichen Muskelbouillon
voraus hat: ihr ziemlich groBer Gehalt an reduzierender Sub-
stanz. Ich habe deshalb die Methoden T'arozzis und E. Pfuhls
kombiniert, indem ich bei der Tarozzischen Bouillon die
Flissigkeit durch den Leberextrakt E. Pfuhls ersetzte. So
wurde die Reduktionswirkung in doppelter Hinsicht ausgenutzt
und ein Substrat erhalten, das ldnger als andere fiir die
Anaerobierziichtung brauchbar bleibt. Mit dieser Kombination
habe ich noch nach vier und fiinf Wochen gute Resultate er-
zielt, stets, ohne das Nahrmittel vorher ausgekocht zm haben,
schon einen Tag nach der Impfung Entwicklung bekommen und
niemals abnorme Erscheinungen im Wachstum oder in Garungs-
auflerungen beobachtet.

Es ist nicht ohne Belang, ob man Leber von diesem oder
jenem Tiere verwendet. Pfuhl schreibt zwar Rinderleber vor;
da aber eine Begriindung fehlt, warum es gerade Rinderleber
sein solle, machte ich der Billigkeit halber Versuche mit Pferde-
leber. Diese hat sich aber zur Bouillonbereitung nicht zweck-
miBig gezeigt, da das aus ibr gewonnene Fleischwasser selbst
bei vier- und fiinfmal wiederholtem Kochen und Filtrieren im
Dampf immer wieder Niederschlige gibt, so dal man nie eine
klare Fliissigkeit erbélt. Diese Absetzungen treten mitunter
auch bei Rinderleber auf, sind aber in der Regel mit noch-
maligem Filtrieren und Kochen behoben. Sie stellen sich dann
gern ein, wenn man bei der Bereitung des Fleischwassers die
Leber zu kurze Zeit im Dampf hilt. Man tut daher gut, gleich
1t/,—1Y/, Stunde zu kochen. In diesen Fillen blieb die erhaltene
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Fliissigkeit beim Sterilisieren von Niederschligen frei. Immer-
hin gebietet es die Vorsicht, das Fleischwasser vor der Bouillon-
bereitung der Sicherheit halber nochmals mindestens 3/, Stunde
im Dampf zu halten.

Als reduzierendes Zusatzmittel zur Bouillon haben sich
Rinderleberstiickchen jedoch weniger giinstig erwiesen. Rinder-
leber hat die Eigenschaft, beim Sterilisieren kriimelig zu zer-
fallen und etwas schmierig zu werden, so daf sie beim Ein-
filhren in die Reagenzglidser zu leicht breiig zerquetscht wird
und die nachzufiillende Fliissigkeit triitbt. Fiir diesen Zweck,
als Zusatzmittel zur Bouillon, eignet sich in besonderem Male
Pferdeleber, die beim Sterilisieren ziemlich hart wird und sich
infolgedessen leicht einfithren 148t, so daB die nachzufiillende
Bouillon bei einigermaBen vorsichtiger Uberschichtung ganz
klar bleibt. '

Der v. Hiblersche Hirnbrei hilt in seiner Brauchbarkeit
fiir das Wachstum der Anaerobier der Tarozzischen Organ-
bouillon etwa die Wage. Sein Vorzug ist, daB er eventuelle
Alkalibildung erkennen lifit, und hier liegt sein eigentliches
Anwendungsgebiet. Aber dem Hirnbrei fehlt der Vorteil des
fliissigen durchsichtigen Nahrsubstrates, ohne daB er diesen Nach-
teil durch die Vorziige der festen Nihrboden aufwoge. So wird
ihm die obige Kombination iiberlegen; ich darf diese wohl als
das bis jetzt zur Ziichtung von Anaerobiern ohne Luftabschluf
geeignetste Verfahren bezeichnen.

Die Buehmerrihre.

Die Buchnerrohre, die bisher bei der Verwendung fliissiger
Nihrmittel die Technik der Anaerobierziichtung beherrschte,
ist durch die nene Methode nicht ganz aus ihrer Stellung ver-
dringt worden; ihr Anwendungsgebiet hat sich nur etwas be-
schrankt. Sie wird uns auch fernerhin unentbehrlich bleiben
bei der Verwendung von Serumbouillon; denn Blutserum —
stamme es von welchem Tier es wolle — wird man gewdhnlich
nicht in groBeren Mengen, wie sie die hohe Schicht erfordert,
verbrauchen wollen. Bei ausgedehnteren Arbeiten mit Anaerobiern
kommen ferner die weiten Rohren und die grofen Gummistopfen
teuer. Wir haben uns in einer Zeit groBeren Bedarfs so ge-
holfen, daB wir die Kulturen in kleinen Rohrchen von 100 X 8 mm
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anlegten und als &ufleres ein gewdhnliches Reagenzglas von
160 X 16 mm benutzten, wodurch eine wesentliche Krsparnis
ohne irgendwelche Beeintrichtigung der Versuchsergebnisse er-
zielt wurde. Kulturen in Serumbouillon und alle Weiterziich-
tungen iiber Pyrogallol wurden in der Folge ausschlieBlich in
diesen modifizierten Buchnerrohrchen angelegt.

Die Methylenblauprobe.

Der Vollstindigkeit halber habe ich fiir die besprochenen
Reduktionsmittel die Methylenblauprobe angeschlossen auBer bei
Tierkohle und Natriumsulfit. Bei allen bedurfte es zur Ent-
farbung eines lingeren Kochens von fiinf bis fiinfzig Minuten.
Zwischen diesen Zeiten lagen die verwendeten Zusidtze in der
Reihenfolge: Leber, Eisen, Kartoffel, Koks, Steinkohle, Holz-
kohle; doch hatten die drei Kohlearten selbst bei fiinfzig Mi-
nuten langem Kochen noch einen blaugriinlichen Schimmer be-
halten.

Die blaue Farbe kehrte aufler bei der Leber sehr rasch
zuriick, so daff die Fliissigkeiten schon nach 3/, Stunde wieder
ganz blau waren, wihrend die modifizierte Tarrozzische Bouil-
lon noch am anderen Tage hell moosgriin schimmerte. Mit der
Zeit nahm aber auch diese die Farbe wieder mebr an, doch
hielt sie sich immer in einem mittleren Griin.

Noch kriftiger als die Reduktionswirkung dieser Leber-
bouillon ist die des Hirnbreis; trotzdem habe ich mit ihm bei
Ziichtungsversuchen keine besseren Resultate erhalten.

In der Praxis braucht man namentlich fir Tarozzische
Bouillon das Methylenblau nicht als Indikator anzuwenden, um
zu erkennen, ob und wann das Substrat zur Impfung geeignet
ist; denn es ist nicht nétig, als Kriterium véllige Farblosigkeit
der ganzen Schicht zu verlangen. Um diese Forderung zu er-
fiillen, kochen manche Untersucher ihre Nahrmittel vor Gebrauch
bis 1/, Stunde lang aus. Ich habe das bei meiner Bouillon mit
Leberstiickchen nie getan, sondern sie jederzeit so verwendet,
wie ich sie aus dem Schranke nahm; selbst in wochenalten
Nihrmitteln habe ich trotzdem stets, bis zum nichsten Tage
Wachstum bekommen.

Setzte ich einer solchen drei Wochen alten Bouillon zwei
Tropfen alkobolische Methylenblaulosung 5:100 zu, dann nahm
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sie eine satt-grasgriine Farbe an. Obwohl sie also nicht sauer-
stoffrei war, zeigte doch nach 24 Stunden der Bac. tetani be-
ginnende, Bac. putrificus lebhafte Entwicklung. Bei letzterem
reichte die das Wachstum anzeigende Triibung bereits bis an
die Oberfliche der Bouillon, obwohl sie in ihren oberen Schichten
noch griine Farbung zeigte; diese verschwand erst am vierten
Tage.

Schlieflich mdchte ich noch die auffallende Beobachtung
erwihnen, dafl sich Anaerobier in gew¢hnlicher Bouillon ohne
jedwede Zusitze oder Kautelen entwickelten. Eine solche Er-
scheinung erwidhnt nur Pringsheim und zwar fiir den Bac.
putrificus in steriler Aufschwemmung von Gliadin aus Weizen
und Albumin in Nihrsalzlosung, sowie fiir sein Clostridinm
americanum in Winogradskyscher Nahrlosung. Burri und
Kiirsteiner stellten bei rein aerobiotisch gehaltenen Kulturen
des Bac. putrificus und Paraplectrum foetidum in 2°/iger
Dextrosebouillon und entzuckerter 3°/ iger Peptonbouillon in
hoher, 10 ccm fassender Schicht nie Wachstum fest, sondern
nur, wenn diese nach der Impfung mehrere, mindestens aber
sechs Stunden vor Luftzutritt geschiitzt gewesen war.

In mehreren Tarozzirshrchen, die ich mit isolierten Ko-
lonien von Bac. putrificus Bienstock geimpft hatte, hatte sich
eine derbe, bis an die Oberfliche der Flissigkeit aufsteigende
Haut gebildet. Obwohl ich von isolierten Kolonien ausgegangen
war, fiirchtete ich doch eine Verunreinigung durch Aerobier
und impfte aus siamtlichen Rohrchen in gewdhnliche Bouillon
iiber. Fast alle Proben blieben steril; nur eine, bei der die
Schicht zufillig etwas hoher war (8 statt 6 ccm wie gewdhnlich),
und in die ein gut pfenniggrofes Stiick einer solchen Haut
hineingebracht worden war, zeigte Triibung und Gérung und
mikroskopisch Bac. putrificus in Reinkultur. Eine davon ge-
machte Weiterimpfung in gewdhnliche Bouillon blieb ohne Ent-
wicklung, es hatte also keine Verunreinigung durch Aerobier
vorgelegen. Da von kleineren Stiickchen jener Haut in anderen
Rohrchen kein Wachstum ausgegangen war, 146t sich schliefien,
daf die massenhaft eingebrachten Putrificusbazillen die erforder-
liche Reduktionswirkung fiir eine neue Generation herbeigefiihrt
haben.
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B. Die Ziichtung in festen Substraten.
Kritik bisheriger Verfahren.

Die, wenn auch vorldufig noch empirische Erkenntnis von
dem Sauerstoffbindungsvermogen animalischer und vegetabi-
lischer Gewebe hat zwar die Ziichtung der Anaerobier in fliissigen
Medien bequemer gemacht, aber die Versuche, die Ziichtung in
festen Nahrboden in dhnlich einfacher Weise zu gestalten, sind
bisher weniger erfolgreich gewesen. Fiir sie ist die Zahl der
Methoden und ibrer Modifikationen noch sehr grof, und die
immer erneuten Vorschlige zur Vereinfachung beweisen, daB
eine einfache Methode noch nicht gefunden ist.

Das dlteste Verfahren, die Ziichtung in hoher Schicht, von
W. und R. Hesse und dann von Liborius begriindet, hat
sich Lis heute erhalten, nicht bloB zur Ziichtung von Rein-
kulturen, sondern auch zur Trennung von Keimen aus Gemischen,
zu der sie namentlich Veillon und Zuber sowie v. Hibler
gebrauchen. Zur ﬁberschichtung eignet sich nach Ghon und
Sachs am besten Agar, auch fiir Gelatine und Bouillon.

Die Erfolge mit diesem Verfahren waren zufriedenstellend.
Nur die Abimpfung hat ihre Mifilichkeiten, auch die mit Kapil-
larréhrchen; denn es ist nicht gapz leicht, die nachgiebige
Kapillare durch die Agarsdule hindurch auf eine bestimmte
Kolonie zu dirigieren, zum mindesten bedarf es einer groBeren
Ubung. Ich blieb bei dem alten Verfahren, bei dem man den
Agar aus dem zerbrochenen Reagenzglase in eine sterile Petri-
schale gleiten 148t. Doch darf ein ihm anhaftender Nachteil
nicht unerwihnt bleiben: unter der Agarsdule hat sich oft eine
bakterienhaltige Fliissigkeit angesammelt, die bei der Abimpfung
von einzelnen Kolonien leicht eine Quelle der Verunreinigung
bildet.

Fiir die Trennung der Keime mittels des Schilchenverfahrens
sind viele Apparate teils fiir einzelne, teils fiir eine grifere
Anzahl von Schalen angegeben worden; am haufigsten wird jetzt
wohl die Botkinsche Glocke, allenfalls in ihrer von Maassen
abgeinderten Form angewendet. Eine Aufzihlung und Be-
- schreibung aller jemals angegebenen Apparate glaube ich iiber-
gehen zu konnen und verweise im allgemeinen auf das Lehr-

buch von Heim.
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Bei den vorliegenden Versuchen warden benutzt: der Apparat
von Lange, der von Maassen, die hohe Schicht und endlich
die Glimmerplattenmethode. In dem Langeapparat gelang es
nicht, Kolonienbildung zu erzielen; die Pyrogallollssung wurde
unter der Glocke binnen 24 Stunden tiefschwarzbraun, obwohl
bei der Alkalisierung der Liosung besonders vorsichtig zu Werke
gegangen worden war. Der Fettwachsverschluff war wohl nicht
absolat luftdicht.

Hingegen gliickte mir die Ziichtung im Maassenschen
Apparat, jedoch erst, nachdem die Glasglocke nicht blof durch
Paraffinum liquidum, sondern nach dem Vorgang von Schatten-
froh und Graflberger auch noch durch Unterschichtung mit
Pyrogallollosung abgedichtet worden war, die nach beendeter
- Wasserstoffdurchleitung durch EinflieBenlassen von Kalilauge
alkalisch gemacht wurde.

Wie wenig das Paraffinsl allein den Anforderungen eines
exakten Luftabschlusses geniigt, erkennt man hierbei recht deut-
lich: von Tag zu Tag wird die alkalische Pyrogallollosung in
der duleren Wanne dunkler, schlieflich fast schwarz, wihrend
die gleiche Losung im Innern des Apparates noch nach 12 Tagen
ein helles Braun zeigt.

Die Pyrogallollésung im Innern des Zylinders wurde eben-
falls erst nach beendeter Wasserstoffdurchleitung alkalisiert.
Dazu war ein kleines Reagenzgldschen, etwas kleiner als der
Schalendurchmesser, mit Kalium causticum fusum gefiillt und so
mit dem offenen Ende auf den Rand der Schale gelegt worden,
dall es bei einem leichten AnstoB8 in sie fallen mufte.

Ghon und Sachs verwendeten elektrolytisch gewonnenen
kduflichen Wasserstoff, den sie durch ein Verbrennungsrohr
iiber eine Kupferspirale leiteten. Der Einfachheit und Billigkeit
halber benutzte ich den Kippschen Apparat. Der aus reinem
Zink und verdiinnter Salzsidure gewonnene Wasserstoff wurde
durch drei Waschflaschen geleitet, die mit 10°/,igem Bleinitrat,
10°/,igem Silbernitrat und 2°/,iger Pyrogallollosung gefiillt
waren. Letztere wurde, nachdem das Gas etwa fiinf Minuten durch-
gegangen war, alkalisch gemacht und danach erst der Maassen-
sche Apparat angeschlossen. Die Schale im Innern enthielt
50 cem 10°/,iger Pyrogallollésung, dazu etwa 5 g Kalium hydricum,
die dufere Wanne Paraffinum liquidum, darunter 150 ccm einer
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7',°/,igen Pyrogallollosung, der schlieflich 25 com 10°/,iger
KOH-Losung zugesetzt wurden. Anstatt der von Schattenfroh
und Grafiberger angegebenen sieben Waschvorrichtungen
haben sich die genannten drei Losungen als geniigend erwiesen.

Der Wasserstoff soll 3/, Stunde lang wmiglichst kriftig
stromen; deshalb waren auf die Ein- und Ausfithrungsréhren
gut gefirnifte Gummischliuche gesetzt worden (ohne irgendwelche
(zlaskapillaren); diese wurden danach mit Glasstiben ver-
schlossen, abermals gefirnift und unter die Fliissigkeit in der
Wanne getaucht.

Auf diese Weise habe ich unter anderem von Bac. putrificus
innerhalb 12 Tagen eine Kolonie von 13 mm, innerhalb 20 Tagen
eine Kolonie von 19 mm Durchmesser bekommen (Fig. 1).

Die fiir Schilchenkulturen bestimmten grofien Apparate sind
aber in der Anschaftung und im Gebrauch nicht billig. Bei dem
Maassenschen Apparat braucht man an Pyrogallol jedesmal
10 g fiir die #uBere Wanne, 5 g in der Glocke und 2 g fiir die
Waschflasche, zusammen 17 g, also fir 25 Pfg. (1 Kilo zu
14.50 Mk. gerechnet). Die Gummischlduche werden von der in
der Wanne befindlichen Kalilauge so mitgenommen, daf sie in
der Regel nicht mehr zu verwenden sind; man braucht etwa
30 cm, d. i. fiir 21 Pfg. EinschlieBlich Abniitzung kann man
die einmalige Ansetzung auf 50 Pfg. berechnen, was jedenfalls
zu teuer ist, wenn man nur eine oder zwei Schalen ein-
stellen will.

Bei dem Langeschen Verfahren sollen 25 g Pyrogallol,
also um etwa 37 Pfg. genommen werden; dabei kann man durch
Zwischenlegen von Glasstiben hichstens drei Petrischalen itber-
einander unterbringen, dann 1468t sich aber in den beiden unteren
Schalen der Entwicklungsvorgang von aufen nicht verfolgen.

Das Verfahren von Lentz ist erst bei Abschluf dieser
Untersuchungen erschienen und konnte deshalb nicht mehr ge-

priift werden.

Das Glimmerverfahren., seine Entstchung und weitere
Ausgestaltung. Methylenblauprobe.

Die Miistinde, die den grofien Apparaten insofern anbaften,
als sie zu einem bequemen Arbeiten nicht handlich genug sind
und verhiltnismiBig viel Zeit, Kosten und Platz beanspruchen,
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sind die Ursache vieler Variationen des Plattenverfahrens ge-
wesen. Kiirsteiner stellt kleine Glastroge in Wright-
Burrische Rohren. Alle anderen Untersucher dagegen, so schon
Kamen u. a.,, neuerdings erst wieder Zinsser, konstruierten
modifizierte Petrischalen. Die Abdichtung erfolgte fast bei
allen mit Fetten und Olen.

Wer aber diese Mittel lingere Zeit gebraucht hat, weif,
wie unangenehm das Arbeiten mit ihnen ist, und daf eine hand-
lichere Technik des Plattenverfahrens sehr am Platze wiire.
Fiir eine solche diente die Glimmerscheibe, wie sie R. Koch
zum Nachweis des Sauerstoffbediirfnisses der Choleravibrionen
zuerst benutzt hat, als Vorbild.

Schon Liborius hat sie fir die Ziichtung der Anaerobier
verwenden wollen, aber keinen Erfolg erzielt. Auch Veillon
und Zuber zollen ihr keinen Beifall; sie sagen: ,1’anaérobiose
ainsi obtenue est tout & fait insuffisante“. Da die kleinen
Scheiben wegen der leichten Diffusion des Sauerstoffes in die
darunter befindliche Nahrbodenschicht nicht ausreichten, nahm
Sanfelice grofiere und zwar aus Glas, brachte die Néhr-
bodenschicht zwischen zwei Glasplatten der iiblichen Griofie und
schlof die Rénder mit Gelatine, die mit einem Antiseptikum
versetzt war, ab. In #hnlicher Weise verfuhr Trenkmann
mit zwei Uhrschilchen. Neuerdings hat Liefmann wieder aunf
das Glimmerverfahren zuriickgegriffen und empfohlen, die Scheiben
so groB zu nehmen, daB ringsherum am Rande !/, cm des Néhr-
bodens unbedeckt bleibt. Fehrs und Sachs-Miike haben den
Nihrboden entweder zwischen die Glasschicht eines ineinander
gestellten Schalenpaares gebracht oder ihn in eine groBe Dri-
galskischale gegossen, geimpft und vor oder nach der Er-
starrung eine 9 )X 12 Platte daraufgelegt; sie gaben den Glas-
platten wegen ihrer Billigkeit und groferen Ausdehnung den
Vorzug.

Was zunichst den letzteren Punkt betrifft, so spielt unseres
Erachtens der etwas hohere Preis der Glimmerplatten keine
ausschlaggebende Rolle, zumal da es, wenigstens bei dem zu
beschreibenden modifizierten Verfahren, nicht darauf ankommt,
eine groBere Nihrbodenfliche zu haben, als sie die gewdhnlichen
Kulturschalen von 90 mm Durchmesser bieten.



— 225 —

Aus einer Glimmerscheibe iiblicher Dicke, die bei einer
GroBe von etwa 90 mm im Quadrat je nach der Reinheit des
Glimmers 25—35 Pfg. kostet, kann man mit einem gut passenden
Skalpell 3—4 Blitter spalten. Der geringe Preisunterschied
wird auBerdem dadurch noch zum groBen Teil ausgeglichen,
daB man in Petrischalen wesentlich weniger Nahrboden braucht.

Liefmann hat vorgeschrieben, die Glimmerscheibe auf
den erstarrten Ndhrboden aufzulegen und allenfalls entstehende
Luftblasen durch Ausdriicken zu entfernen. Man vermeidet sie
aber viel sicherer, wenn man die Glimmerscheibe auf den noch
fliissigen Nidhrboden aunflegt. DaB damit ein besserer Erfolg
erzielt wird, habe ich sowohl mittels der Methylenblauprobe
nachgewiesen als auch aus der Entwicklung der Kolonien ge-
sehen.

Der mit Methylenblau versetzte Agar war nach dem Auf-
legen der Glimmerscheibe auf bereits erstarrten Agar von
Anfang an blau. Ein Zusatz von Reduktionsmitteln konnte das
sofortige Eintreten der Blaufirbung nicht hintanhalten, sondern
schwichte hochstens die sonst intensiv blaue Farbe etwas ab.
Legt man aber den Glimmer auf das noch fliissige Substrat,
dann bleibt auch bei gewohnlichem Agar der unter dem Glimmer
liegende Teil vorerst farblos; erst allmahlich beginnt vom Rande
her die blaue Farbe zuriickzukehren, doch dauert es mindestens
fiinf Tage, bis sie den Mittelpunkt erreicht hat.

Die weitere vergleichende Untersuchung wurde unter Ver-
wendung des Bac. tetani gefiihrt. Den Ausgang bildete eine
Leberbouillonkultur mit Leberstiickchen. Davon wurde eine
2 mm-Ose in gewohnliche Bouillon geimpft und aus dieser mit
zwei Osen die zweite und mit weiteren vier Osen die dritte
Verdiinnung angelegt, und zwar diese beiden Verdiinnungen in
dreierlei Nahrboden, ndmlich in gewohnlichem, Traubenzucker-
und Leberbouillonagar. Mehrere Platten blieben steril, in den
iibrigen gingen eine, hichstens zwei Kolonien auf. Anaerobier
versagen bekanntlich bei solchen Ziichtungen leichter als Aerobier,
aber die nachfolgende Tabelle zeigt sowohl nach Hiunfigkeit
des Angehens als auch hinsichtlich der GriBe der gewachsenen
Kolonien, daB es besser ist, den Glimmer auf den noch fliis-
sigen Nihrboden aufzulegen.

Sitzungsacrichte der phys.-med. Soz. 41 (1909). 15
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A. Auflegen auf den erstarrten Agar.
Zweite Verdiinnung:
. Es ging nur in gewéhnlichem Agar etwas an und nur eine
Kolonie; sie war nach _
1 2 3 12 Tagen
0,665 1,0 1,3 1,73 mm groB.
Dritte Verdiinnung:
In keinem der drei Néhrboden Wachstum.
B. Auflegen auf den fliissigen Agar.

Zweite Verdiinnung:

Kol. nach 1 2 3 12 Tagen
Gewdohnlicher Agar 1 0,563 1,46 1,73 2,13 mm grof
Traubenzuckeragar 1 02 1,0 1,73 186 ,
Leberbouillonagar 2 0,53 12 15 16 ,

08 14 16 17 ,
Dritte Verdiinnung:
Von den drei Ndhrboden Wachstum nur in
Leberbouillonagar 1 0,8 1,33 146 16 ,

Anfinglich wurde ganz é&hnlich vorgegangen wie beim
Liefmannschen Verfahren, nur mit dem Unterschied, daB die
Glimmerscheibe den genannten Erfahrungen zufolge auf den
noch nicht fest gewordenen Nihrboden aufgelegt wurde. Dabei
ergab sich aber der Nachteil, dafi eine Anzahl von den im Nihr-
mittel gleichméfig verteilten Keimen, ndmlich die mehr nach
der Peripherie zu gelegenen, mit grioBerer Wahrscheinlichkeit
nicht zum Auskeimen kamen.

Um diesem Nachteil zu begegnen, habe ich iiber den Glimmer
noch eine Agarschicht gegossen. Liefmann hat etwas Ahn-
liches gemacht, indem er ,,den Rand ringsherum mit einer kleinen
Schicht Agars“ iibergoB8, und zwar von dem Gesichtspunkt aus,
eine etwaige Verbreitung von aerobiotischen Keimen bei Ge-
mischen von Anaerobiern mit Aerobiern hintanzuhalten. Selbst-
verstindlich wird dadurch auch die Luft vom Eindringen unter
die Glimmerplatte besser abgebalten und so die Wachstums-
bedingung fiir die Anaerobier verbessert. Da es der Durch-
sichtigkeit der Kultur nicht schadet, wenn die Agarschicht die
ganze Glimmerscheibe bedeckt, gieft man einfach ein zweites
Agarrohrchen gleichméaBig iiber die Flédche aus.
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In weiterer Verfolgung dieser Teechnik bin ich dann dazu
gekommen, diese zweite Nihrbodenschicht unter die Glimmer-
scheibe zu verlegen.

Im letzten Jahrzehnt ist man von dem urspriinglichen Ver-
fahren der Kochschen Verdiinnungen mehr und mehr zur Ver-
teiling der Keime in einer Ebene mittels Glasspatels oder
Platinschlinge iibergegangen. Im vorliegenden Fall wird sich
die Verteilung durch Ausstreichen schon deshalb mehr empfehlen,
weil man dabei die Aussaaten mehr auf die Mitte der Agar-
fliche konzentrieren kann. Anfinglich habe ich deshalb ihnlich
wie bei Typhusuntersuchungen eine Anzahl von 4—8 Petri-
schalen, die mit frisch ausgekochtem Nihragar (am besten 39/ ig)
beschickt waren, mit einem ihrem geringeren Durchmesser ent-
sprechenden etwas kleineren Drigalskispatel der Reihe nach
bestrichen (man kann dazu auch die Platinschlinge nach
E. und A. Kindborg benutzen), dann den Inhalt eines Agar-
rohrchens dariiber gegossen und schlieflich die Glimmerplatte
auf den noch fliissigen Agar gelegt. Spiter habe ich von dem
Ausgangsmaterial erst eine Verdiinnung in Bouillon angelegt und
bin bei der Plattenaussaat von dieser ersten Verdiinnung aus-
gegangen, wodurch ich mich auf zwei bis drei Petrischalen
beschrénken konnte. Den Durchmesser der Glimmerscheibe nahm
ich hochstens 3 mm geringer, als der Schalendurchmesser betrug.
Der spéteren Abimpfung nach Abnahme der Glimmerplatte ist
die diinne Agarschicht nicht hinderlich.

Fig. 2 zeigt eine nach diesem Verfahren gewonnene 3 Tage
alte Kolonie des Bac. tetani in 5,2facher Vergroferung. Die
Kolonie stammt von einer Platte dritter Verdiinnung, auf der
noch vier weitere Kolonien von gleicher Grofie und eine kleinere
sich entwickelt hatten. Man sieht deutlich das dichte Zentrum
und die von ihm ausgehenden zarten Wucherungen in das um-
gebende Substrat. Der schwarz umrandete Kreis ist der Rand
einer Gasblase, die durch das Photogramm laufenden Streifen
sind Kratzer und Fehler im Glimmer. Die Aufnahme erfolgte
unter aufliegender Glimmerscheibe, um die Verhiltnisse natur-
getreu wiederzugeben.

Vorsicht ist nur bei der Ziichtung und insonderheit bei
der Trennung stark gasbildender Anaerobier aus Gemischen zu
empfehlen. Auf den ersten Platten nidmlich, auf die bei der

15*
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Aussaat natiirlich ziemlich viele Keime kommen, wird infolge
des Druckes der durch den Glimmer am Entweichen gehinderten
(zase reichlich Kondenswasser ausgeprefit, wodurch Keime fort-
getragen werden und ein diffuses Wachstum im Substrat ein-
tritt. Oftere Nachschau ist daher unbedingt notig. Schon nach
16—20 Stunden sind hiufig die Kolonien mit blofSem Auge gut
sichtbar, und es ist nun wichtig, rechtzeitig abzuimpfen, da
wenige Stunden spéter bereits ein diffuses Wachstum eingetreten
sein kann. '

Weniger in Erscheinung tritt dieses Fliefen der Keime,
wenn man den Agargehalt des Nahrmaterials auf 3°/, erhoht.
Freilich aufzuhalten ist es auf den dicht beséiten Platten auch
durch diese Konzentration nicht, aber immerhin wird es durch
sie um einige Stunden verzogert.

Sanfelice und Liefmann haben empfohlen, zur Abhaltung
von Luftkeimen den Rand der Platten mit etwas Gelatine bezw.
Agar, denen ein Antiseptikum zugesetzt ist, zu tibergiefien. Im
allgemeinen ist dies bei meinem Verfahren nicht notig. Nur
wenn aus besonderen Griinden Platten lingere Zeit aufgehoben
werden sollen oder das Wachstum — etwa wegen Ziichtung bei
Zimmertemperatur — nur langsam von statten geht, ist diese
VorsichtsmaBregel zweckmiiBig. Ich habe dabei einfach iiber
die fertige Kulturplatte eine dritte Agarschicht (6 ccm) gegossen,
die mit fiinf Tropfen einer 5°/,igen Karbollosung versetzt war.
Die Karbolisierung soll vor allen Dingen die Ansiedlung von
Schimmelpilzen verhindern, die einem auf lange aufzubewahren-
den Platten oft recht listig werden. Man erreicht dies durch
den genannten geringen Zusatz vollkommen, ohne dabei die
Kulturen zu schidigen.

Sollte es gelingen, diese Plattenmethode auch fiir Gelatine
verwendbar zu machen, kann man die Uberschichtung bei ihnen
in derselben Weise vornelmen, da Gelatine — natiirlich die
gewdhuliche 10%/ige Gelatine vorausgesetzt —, der auf 7 ccm
fiinf Tropfen 5°/,iger Karbollosung zugesetst sind, ebenso rasch
erstarrt wie gewohnliche Gelatine.

Die Ziichtung in Gelatine ist mir mit diesem Plattenver-
fahren aus bisher nicht bekannten Ursachen noch nicht gelungen.
DaB infolge des langsameren Wachstums bei Zimmertemperatar
zuviel Sauerstoff unter die Glimmerscheibe diffundiert, kann
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vielleicht mit eine Rolle spielen, aber nicht ausschlaggebend
sein, da als Kontrolle bei 20° gehaltene Agarplatten nach vier
Tagen Entwicklung einiger Kolonien brachten.

Ich muB zugeben, daff bei meinem Plattenverfahren etwas
weniger Keime zur Entwicklung kommen als bei der Ziichtung
in hoher Schicht, aber wesentlich mehr als bei der Gufmethode.
Aussaaten in erster Verdiinnung, hergestellt durch Ubertragung
einer 2 mm-Ose von der Ausgangskultur in hohe Schicht oder
auf meine Platten, kionnen bei den hier wie dort massenhaft
sich entwickelnden, dicht gedringt stehenden Kolonien fiir eine
ernsthafte Ziichtung und Isolierung nicht in Betracht kommen.
Die vergleichenden Untersuchungen wurden unter Verwendung
einer Kultur des Bac. tetani in zweiten Verdiinnungen gefiihrt,
indem die erste Verdiinnung durch {bertragung einer 2 mm-
Ose aus der Ausgangskultur in Bouillon angelegt und von dieser
erst zwei 2 mm-Osen in die hohe Schicht bezw. auf die Platten
itbertragen wurden. Dabei zeigte sich, daB sich gegossene
Platten: gestrichenen Platten:hoher Schicht =1:8:12
verhalten. Steht also die Methode der gestrichenen Platten
unter Glimmer der Ziichtung in hoher Schicht auch hinsichtlich
der zu Kolonien entwickelten Keime etwas nach, so wird dieser
Umstand doch reichlich durch die bequeme Abimpfung auf-
gewogen. Dabei ist natiirlich, da auch bei den gestrichenen
Platten anscheinend nicht alle Keime zur Entwicklung kommen,
zu bedenken, daB, wenn die Abimpfung durch Ausstechen ganzer
Kolonien erfolgt, in der Niihe dieser Kolonie ein nicht ent-
wickelter Keim liegen kann, der, mit in das fliissize Substrat
gebracht, die Ursache fiir eine unreine Kultur wire, so dal
sich eine Wiederholung der Aussaat notig machen wiirde.

Reduktionsmittel.

In Betreff des Wertes und der Wirkung von Reduktions-
mitteln, soweit sie in meine Untersuchungen einbezogen worden
- sind, kann ich im allgemeinen auf den dritten Abschnitt dieser
Arbeit (S. 213 ff.) verweisen.

So ausschlaggebend sie in fliissizen Medien fiir die Ziich-
tung ohne Luftabschluf sind, spielen sie bei den festen Nédhr-
boden eine mehr sekundire Rolle. Bei diesen ist nach wie vor
die Beseitigung oder Abhaltung der Luft das Wesentliche. Des-
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wegen darf aber der Vorteil, der durch den Zusatz reduzieren-
der Mittel in der Bindung gewisser Sauerstoffmengen liegt, nicht
verkannt werden.

Zunéchst setzte ich meinen N&ahrboden 0,5°/, Traubenzucker
zu. Schidigungen der Bakterien, wie sie von manchen Autoren
angegeben werden, konnte ich bei dieser Konzentration nicht
finden. Nachdem ich mich aber von der verhiltnismifig groen
Reduktionswirkung des Leberextraktes iiberzeugt hatte, ver-
wendete ich {fiir meine festen Nihrboden lediglich Leberab-
kochungen. So zubereitete Substrate reduzieren wesentlich stirker
als gewdhnliche mit 0,5°/, Traubenzuckerzusatz, ohne dal eine
Schiadigung des Bakterienwachstums nachweisbar wire.

Zweiter Teil.

Untersuchungen iiber Bac. putrificus, Bac. postumus
und Bac. botulinus.

Im nachfolgenden sollen die Bazillen niher beschrieben
-werden, mit denen ich meine Untersuchungen gefiihrt habe. Es
waren Bac. putrificus und Bac. postumus, die beide wegen
ihrer Beziehung zur Faulnis das Interesse erweckten.

Der Bac. postumus wurde von Herrn Professor Heim ge-
legentlich seiner Studien iiber die Fermentierung der Gewebe
durch Anaerobier gefunden, die iiberhaupt den Amnlaf zu den
Untersuchungen f{iber die anaerobiotische Ziichtung gegeben
haben. Herr Professor Heim hatte bei der Untersuchung seiner
Faulgemische bemerkt, dafl einige Tage nach dem Einsetzen
der Fiaulnis, bei der immer putrificusartige Stabchen beobachtet
wurden, andere Stdbchen von borstenformigem Aussehen kamen,
die sich den Reinziichtungsversuchen hartnickig widersetzten.
Er iibergab mir das Faulnisgemisch mit dem Bemerken, daf
hier nachgesehen werden solle, ob vielleicht einer der borsten-
formigen Bazillen in Reinkultur erhalten werden konne, wenn-
man ihm bereits abgebautes Nihrmaterial gibe, und sprach die
Vermutung aus, daB, wenn es einmal gelungen sei, ihn auf diese
Weise rein zu bekommen, er dann vielleicht auf gewohnlichen
Nihrmitteln zu ziichten sein wiirde. Beides hat sich, wie bei
der Beschreibung des Bac. postumus dargelegt werden wird, be-
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stitigt. Der Name wurde gew#hlt, weil er nachtriglich auftrat,
wenn das Eiweil bereits bis zu einem gewissen Grade abgebaut
und die erste Flora zur Sporenbildung gekommen war, wihrend
ihre Vegetationsformen in den Hintergrund getreten waren.

Auflerdem wurde der Bac. botulinus in den Bereich
unserer Untersuchungen gezogen, weil der im Institut vorhandene
Stamm dem Bac. putrificus &hnlich, wenn nicht gleich erschien,
wobei sich herausstellte, daf die von Kral bezogene Kultur
nicht der Bac. botulinus war.

1. Bacillus putrificus.

Im Jahre 1884 wurde von Bienstock gelegentlich der
Untersuchung menschlicher Fizes ein sporulierendes Stidbchen
gefunden, das, wie er damals schon, namentlich aber in spéiteren
Arbeiten feststellte, eine weitgehende Zersetzung des Eiweilles
herbeifiihrt, und das er infolgedessen Bac. putrificus nannte.

So groBes Interesse dieser Bazillus verdient, scheint er
doch noch nicht sonderlich bekannt zu sein und manche Un-
klarheit itber ihn zu bestehen. AuBer der Bienstockschen
Beschreibung sind nur noch zwei kurze Schilderungen von
Tissier und Martelly sowie von Rodella erschienen, die
aber weder konform noch in allen Punkten zutreffend sind. In
die Lehrbiicher ist er so gut wie gar nicht eingedrungen. Wo
er aber in ihnen Aufnahme gefunden hat (Eisele, Matzu-
schita, Migula, Schroter), stimmen die Beschreibungen zwar
sehr genau iiberein, entsprechen aber leider den tatséchlichen
Verhiltnissen so wenig, daB man glauben méchte, es handle
sich um verschiedene Bazillen, wenn nicht der Name Bien-
stocks dazu gesetzt wire. Sie bezeichnen auch den Bac. putri-
ficus als Bazillus 3 Bienstock. Nach Bienstocks Arbeiten
kann es sich aber nur um seinen Bazillus 4 (wie er ibn in
fritheren Untersuchungen einregistriert hat) handeln, den er als
den spezifischen Spaltpilz der Eiweilfiulnis bezeichnet. Der
mikrokokkendhnliche Bazillus 3 aber verdnderte nach Bien-
stock chemische Stoffe gar nicht und ist, wie er ausdriicklich
hervorhebt, fiir weifie Miuse und Kaninchen pathogen, wiihrend
er bei den genannten Autoren als nicht tierpathogen gefiihrt wird.

Dieser Unsicherheit in der Kenntnis e¢ines Organismus, der
fir den Abbau von Eiwei und anderen Stoften eine so wesent-
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liche Rolle spielt, soll die folgende Darstellung abzuhelfen ver-
suchen.

Der Bacillus putrificus ist ein kriftiges, mittellanges Stiib-
chen mit abgerundeten Enden. Die einzelnen Stibchen reihen
sich ofter in kurzen Verbinden aneinander; es kommt aber auch
vor, daB sich in flissigen Substraten Ketten von auferordent-
licher Lénge bilden. Diese treten meistens in Massen auf, und
gleichzeitig beobachtet man dann hautartige Gebilde von oft
solcher Ausdehnung, daB sie die ganze Fliissigkeit bis an die
Oberfliche durchziehen. Die Bedingungen, unter denen diese
Héute sich bilden, konnte ich nicht feststellen; moglicherweise
hingen sie mit der Sauerstoffspannung im Substrat zusammen.

Betrachtet man eine solche Haut, deren Konsistenz ziem-
lich derb ist, unter dem Mikroskop, so stellt sie sich als eine
Schleimmasse dar, in die die Bakterien teils allein liegend, teils in
einem unentwirrbaren Kettengeflecht eingelagert sind (Fig. 3).

Nicht selten wéchst ein Stébchen zu einem langen, mehr
oder weniger gebogenen und gewundenen Faden aus, der fast
das ganze Gesichtsfeld einnimmt.

Mit den gewdhnlichen Anilinfarben ist der Bazillus gut
farbbar. Die Féarbung nach Gram ist intensiv, d. h. sie hilt
auch reichlicherer Alkoholeinwirkung stand. Kornelung oder
teilweise Entfirbung des Bakterienleibes habe ich nicht wahr-
genommen. Erst bei vorgeriickter Sporenbildung tritt allméhlich
die Entfiarbung des vegetativen Teiles ein.

Die Sporenbildung beginnt auf den gewdhnlichen Néhr-
mitteln sowie in Leberbouillon, -agar etc. frithzeitig; schon am
zweiten Tage sind reichlich sporulierende Individuen vorhanden
und zwar erfolgt die Versporung sowohl in den einzeln liegenden
Bakterien wie in den verschiedenen Gliedern griferer oder
kleinerer Ketten. Die Form des sporentragenden Bacillus
putrificus wird in der Literatur durchweg als Trommelschlegel-
form geschildert. So nennen Tissier und Martelly die Sporen
,appendues & lextrémité de batonnet, ce qui lui donne ur peu
l’aspect du bacille de Nicolaier“. Auch Rodella spricht noch
von ,tetanusihnlicher* Gestalt. Eine solche habe ich nie be-
obachten kionnen; sie war vielmebr stets tennischligerartig.

Was den Unterschied zwischen Trommelschlegel- und Tennis-
schligerformen betrifft, so ist dieser hauptsichlich durch die
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Gestalt der Sporen bedingt. Beim Tetanusbazillus sieht man
vorwiegend runde, beim Bac. putrificus meistens ovale oder
elliptische Sporen. Beidemale sitzen sie am Ende des Stibchens,
d. h. die Sporen sind ,endstindig“. Es geniigt aber nicht, von
endstindiger Sporenbildung allein zu sprechen, weil die Sporen
bei den verschiedenen Bakterienarten dem ganzen Stabchen im
mikroskopischen Gesamtbilde eine charakteristische Gestalt zu
geben pflegen.

Bei der endstindigen. Sporenbildung kann man drei Typen
unterscheiden, einen Typus ohne Aufbauchung, einen mit
kugeliger Auftreibung und einen mit elliptischer Vorwolbung
des Endes des Stdbchens. Kine Versporung ohne stirkere
Formverinderung des Bakterienendes, also ohne deutliche Auf-
bauchung am Pole, findet sich z. B. unter Umstinden bei
v. Hiblers Art 15. Fiir die kugelige Auftreibung ist das
beste Beispiel der Tetanusbazillus (Kig. 4). Die elliptische
Vorwolbung, die dem Stéibchen die Form eines Tennisschligers
verleiht, ist die hauptséchlichste Erscheinung beim Bac. putrificus
(Fig. 5). Es kommt gelegentlich auch vor, daf die Sporen
vom Ende ab mehr nach der Mitte zu geriickt sind, dann
ndhert sich das Aussehen des Bazillus der sogenannten Klostri-
diumform.

Schon vor Ablauf des zweiten Tages sieht man in der einen
Hilfte vieler Individuen, entweder mehr nach dem Ende oder
mehr nach der Mitte zu, eine starke Aufbauchung: die Sporen-
anlage. Ihre Lichtbrechung ist zunzchst noch #hnlich dem
vegetativen Teil des Bazillus, nimmt aber bald zu, und nach
zwei Tagen ist sie in ihrem Innern stark lichtbrechend geworden.
Im gefirbten Préiparat sieht man an ihren Léingsseiten noch
deutlich einen den vegetativen Teil andeutenden Saum entlang
ziehen, und polwérts sitzt auf ihr wie ein Hut ein Stiick des
Bakterienleibes. Das Freiwerden der Spore wihrt je nach dem
Nahrmittel verschieden lange Zeit. Die Membran der freien
Spore entfirbt sich nach Gram.

Jedes Stdbchen bildet nur eine ovale Spore. Die ver-
schiedentlich erwihnte Beobachtung, daB beiderseits in den End-
stiicken sich eine Spore bilde, wird mitunter und zwar vermutlich
deshalb falsch gedeutet, weil sich zwei Stibchen mit dem einen
Ende so nahe aneinander legen, dal selbst mit starken Ver-
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groBerungen kein Zwischenraum zwischen ihnen erkennbar ist,
wéhrend in den entgegengesetzten Enden die Sporen sich bilden.
Es entsteht so eine Art Hantelform.

Umgekehrt hat man auch ab und zu einmal ein Bild, als
ob die Spore mittelstdndig gebildet wiirde. Man wird aber dabei
stets beobachten, dal das betreffende Stdbchen grofer ist als
die herumliegenden, und wird sich diese Erscheinung so zu
erkldren haben, dal zwei Stdbchen mit ihren Sporen gegen-
einander stofen und diese bei der Fixierung mehr oder weniger
ibereinander zu liegen kamen.

Uber die Widerstandsfahigkeit der Sporen liegen
nur zwei Untersuchungen vor: nach Bienstock wachsen die
Sporen nach drei Minuten langem Sieden noch gut aus, nach
fimf Minuten langem Kochen konnte er kein Wachstum mehr
erhalten; nach Tissier und Martelly vertragen sie ein Sieden
von ein bis zwei Minuten.

Zu wesentlich abweichenden. Ergebnissen fiihrten meine
Versuche, die ich wiederholt iiber die Widerstandsfahigkeit der
Sporen gegen Einwirkung von Hitze angestellt habe. Leider
vermisse ich bei beiden Autoren eine Angabe, ob die Erhitzung
im siedenden Wasserbade, im Dampftopf oder im Hamburger
Apparat erfolgte, und ob die zu priifenden Rohrchen ins Wasser-
bad, bezw. in den Dampftopf gleichzeitig mit dem Anheizen
oder erst nach erreichter Siedetemperatur eingestellt wurden.
Auf moglichste Genauigkeit kann nur die Erhitzung des an
Seidenfiaden getrockneten Materials im Hamburger Apparat An-
spruch machen. Bei beiden anderen Priifungsarten sind Un-
genanigkeiten unvermeidlich: stellt man die Rohrchen mit dem
Anheizen ins siedende Wasserbad oder in den Dampftopf ein,
so ist, zumal bei unseren Dampftopfen, das Eintreten der Siede-
temperatur nicht genau auf die Sekunde zu bestimmen. Stellt
man aber die Rohrchen erst nach erreichter Siedetemperatur
ein, so bedarf es zur gleichméBigen Durchwirmung des Reagens-
glasinhaltes einer gewissen Zeit, die wiederum je nach der Be-
schaffenheit desselben — ob fliissig, breiig etc. — verschieden
sein kann; im Dampftopf tritt durch Abheben des Deckels eine
zu grofe Temperaturschwankung ein: alles Punkte, die unbedingt
vermieden werden miissen, wenn die Art der Erhitzung eine
einheitliche sein und ihre Dauer genau auf die Minute und Bruch-
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teile einer solchen abgestimmt werden soll. Das Hauptgewicht
fiir vergleichende Untersuchungen mu8 also auf die Priifung im
Hamburger Apparat gelegt werden.

Von dieser Unzulinglichkeit des siedenden Wasserbades
und des Dampftopfes fiir die Erhitzung abgesehen, schwankt
die Resistenz der Sporen an sich schon in gewissen Grenzen,
und diese Schwankungen miissen um so grofer werden, wenn
die Untersuchungen nicht auf eine einheitliche Basis gestellt
werden. Wenn ich nun trotzdem neben den mit dem Hamburger
" Apparat erhaltenen Resultaten auch meine Beobachtungen iiber
die Widerstandsfahigkeit der Sporen im siedenden Wasserbad
folgen lasse, so sollen diese Zahlen einmal ein Beispiel dafiir
sein, wie leicht verschiedene, sonst ganz exakt gefiihrte Unter-
suchungen lediglich deshalb zu stark voneinander abweichenden
Ergebnissen fithren konnen, weil sie auf verschiedenen Grund-
lagen aufgebaut sind, zweitens geben sie einen Anhaltspunkt
fiir die erforderliche Sterilisation der zur Ziichtung verwendeten
Nihrboden, und drittens muBite ich, da die friiheren Untersucher
nur von ,Kochen* bezw. ,ébullition“ sprechen, annehmen, daf
sie die Erhitzung im siedenden Wasserbad vorgenommen haben,
so daB ich vergleichshalber die Resistenz der Sporen auch auf
diese Weise priifen multe.

Das Material war auf schrig erstarrtem Leberbouillonagar
gewachsen, der vier Tage iiber Pyrogallol im Brutschrank und
einen Tag unter Luftzutritt bei Zimmertemperatur gestanden
hatte. KEs wurde an Seidenfiden von Turnerseide Nr. 7 ge-
trocknet und hatte zur Trocknung zwei Tage iiber Chlorkalzium
gelegen.

Dieses Material widerstand dem strémenden Dampf des
Hamburger Apparates in der Regel durch 8— 10 Minuten, viel-
fach sogar 12 und mitunter auch 15 Minuten. Diese letztere
Zeit wurde nur bei dem Kralschen Stamm erzielt; es mufite
aber durch diese ! ,stiindige Erhitzung die Keimfihigkeit sehr
geschidigt worden sein, denn erst nach achttagigem Verweilen im
Brutschrank begann die Entwicklung einzusetzen, die anch mit
weniger intensiver Garung verlief.

Bedeutend hihere Zeiten ergaben sich bei den Sterilisierungs-
versuchen im siedenden Wasserbad. Zur Verwendung kam das-
selbe Material, das fiir den Versuch im Hamburger Apparat
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gedient hatte. Die geimpften Réhrchen, die mit Leberbouillon
und Leberstiickchen gefiillt waren, wurden mit dem Anheizen
in das Wasserbad gestellt, und dieses wurde wihrend des Ver-
suches durch NachgieBen kochenden Wassers auf einem gleich-
méfigen Stand erbalten. Nach der Entnahme wurden die
Rohrchen unter der Wasserleitung sofort abgekiihlt. Das Thermo-
meter in einem Kontrollrohrchen zeigte als hochste Temperatur
99,60  Die Zeit fir den Aufenthalt im siedenden Wasserbade
wurde vom Eintritt dieser Temperatur an gerechnet. Hier stieg
die Zeit, wihrend deren die Sporen unbeschadet ihrer Keim-
fahigkeit der Siedehitze ausgesetzt werden konnten, in der Regel
auf 25—30 Minuten (Wachstum nach 2 Tagen), vereinzelt trat
sogar nach 40 Minuten langer Einwirkung in 5—7 Tagen Ent-
wicklung ein. Uber diese Zeit hinaus konnte kein Wachstum
beobachtet werden.

Die Eigenbewegung ist, besonders in jungen Kulturen,
sehr lebhaft. Sie nimmt etwas ab, sowie die Sporenbildung ein-
setzt, und erfolgt in der Regel mit der Spore voran.

Der lebhaften Eigenbewegung entspricht eine reiche Be-
geifelung. Die GeiBeln sind seitenstindig, gewunden, ziemlich
lang und schlingen sich hiufiz um den Leib der Bakterie herum
(Fig. 6).

Die Kolonienbildung sah ich im Gegensatz zu den meisten
bisherigen Beschreibungen in der fiir viele Anaerobier typischen
zerschlissenen Form vor sich gehen. Nur Rodella spricht von
,Schonen geschlingelten Auslaufern, und Tissier und Martelly
beschreiben die Kolonien als ,floconeuse“, deren dichter Kern
umkrinzt ist ,de fines et élégantes arborisations®.

Die Agartiefenkolonie verlduft in ihrem Wachstum wie ein
dichtes Wurzelwerk ; héufig bildet sich auch erst ein Kern, von
dem aber sehr bald nach allen Seiten unzihlige anastomosierende
Veriistelungen ausstrahlen, so daf ein Bild entsteht, das dem
des Bac. botulinus, Bac. tetani und anderer Anaerobier fast
aufs Haar gleicht (Fig. 7). Mit fortschreitendem Wachstum
nimmt der Kern an Dichte und GroSe zu, wihrend sich die
Ausldufer, sich immer weiter verzweigend und verdstelnd, in
den Agar hineinschieben (Fig. 9).

Ebenso verhalten sich die Agaroberflichenkolonien, bei denen
die Bildung der Ausliufer noch in weit schonerem Male zur



— 237 —

Geltung kommt (Fig. 11). Wie die Wurzeln der Nadelholzer
am Boden hinkriechen, so schieben sich michtige gewundene
Strahlen iiber den Agar, und dort, wo ein dichter Rasen die Ober-
fliche bedeckt, bilden sich an seiner Peripherie Ausliufer, die
mitunter fast an Penicillium erinnern.

Der Agarstich ist wenig charakteristisch; um den Stich-
kanal herum bilden sich Kolonien in dichten Massen, so dal
man am ersten Tage etwa an einen iiber und iiber mit Bliiten
besdten Mandelbdumchenzweig erinnert wird. An die Form
einer Flotenbiirste, mit der Rodella das Wachstum im Agar-
stich vergleicht, erinnerten meine beiden Stimme nicht. Die
Agarsiiule wird durch die Gasentwicklung meistens zerrissen,
mitunter sogar in toto bis an den Wattestopfen emporgetrieben.

Besonders schin ist das Bild des Gelatinestiches (Fig. 10).
Mit beginnendem Wachstom, also etwa am zweiten Tage, laufen
zunéichst entlang dem Stich einige zarte Krausen, von denen
aus ringsherum in horizontaler Richtung zahlreiche feine Aus-
strahlungen erfolgen, so daf§ die Kultur wie eine in der Gelatine
steckende Gléserbiirste aussieht.

Die Gelatine wurde stets verfliissigt, gleichgiiltig, ob sie
frisch oder alt war, selbst eine sechs Monate alte Gelatine schon
nach 14 Tagen. Dal das Peptonisierungsvermogen der Bakterien
in alter Gelatine weniger energisch ist, wie schon Bienstock
beobachtet hat, kann darauf zuriickgefiithrt werden, daB die
Gelatine durch die im Laufe der Zeit eintretende Verdunstung
eine hohere Konzentration bekommen hat.

Reines erstarrtes Blutserum wird unter Bildung stinken-
der Gase zu einer griingelben Fliissigkeit umgewandelt.

Die Wirkung auf Eiweif in Form von Fibrin und Hithnerei
ist energisch. Uberschichtet man etwas Fibrin mit 6 ccm Bouillon
und sterilisiert es im Autoklaven bei einer halben Atmosphire
Uberdruck !/, Stunde lang, so ballen sich die Fibrinfasern zu
einem unregelmifigen Klumpen zusammen, der beim Schiitteln
als Ganzes in der Fliissigkeit emporsteigt. Impft man nun ein
solches Rohrchen mit Bac. putrificus und stellt es iiber Pyrogallol
in den Brutschrank, so findet man, wenn man nach acht Tagen
die Buchner-Rohre offnet, die Fliissigkeit getriibt und am
Boden einen sehr reichlichen, leicht aufschiittelbaren, weiBlichen
Bodensatz, in dem man das Fibrin von etwas rotbrauner Farbe
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liegen sieht. Schon beim Offnen der Buchner-Réhre merkt
man einen ausgesprochenen F#ulnisgeruch, und man sieht, daB
die Menge des Fibrins wesentlich verringert ist.-Beim Schiitteln
erhebt sich nicht mehr wie zuvor ein einziger Klumpen vom
Boden, sondern die anfangs zusammengeballte Fibrinmasse ist
in viele feine, hochstens 4—5 mm grofle Féserchen aufgelost,
die in der Fliissigkeit herumwirbeln, sich aber rasch wieder zu
Boden setzen. (

Ist im Laufe der ersten acht Tage die Zersetzung sehr
schnell verlaufen, will jetzt, nachdem eine gewisse Stufe der
Auflosung erreicht ist, die Féaulnis nicht mehr recht vorwirts-
gehen. Wenn man von acht zu acht Tagen den Fortgang der
Zerstorung verfolgt, ist es auch nach vier und fiinf Wochen kaum
moglich, eine starkere Zersetzung festzustellen, als sie schon am
Ende der ersten Woche vorhanden war. Die feinen Fibrinfiser-
chen liegen unverdndert am Boden; der Bac. putrificus scheint
an der Grenze seiner Tétigkeit angelangt zu sein.

Das Weille von Hithnereiern wurde zun#chst in der von
Passini angegebenen Form verwendet. Nur bin ich von der
Passinischen Vorschrift insofern abgewichen, als meine 8—10 cem
Eiweil enthaltenden Reagenzgliser nicht im Autoklaven bei
140°, sondern zwei Stunden im stromenden Dampf sterilisiert
worden waren. In dieser Form erwies sich der Nahrboden,
obwohl die Rohrchen iiber Pyrogallol standen, als ungeeignet.
Die Verfliissigung, die nach zwei bis drei Tagen eintreten soll,
war trotz einer einmal am dritten Tage vorgenommenen Nach-
impfung noch nach 10 Tagen nicht einmal angedeutet; nur an
dem Geruch, der aber nicht stark war, war zu erkennen, daf
ein gewisses Wachstum eingetreten sein mufte.

Nun wurden kleine Wiirfel vom Eiweill hart gesottener Eier,
fiir jedes Rohrchen etwa 1%/, ccm, mit 6 ccm Leberbouillon iiber-
schichtet und mit den beiden Stimmen des Bac. putrificus
geimpft iiber Pyrogallol gestellt. Schon nach acht Tagen
war fast das ganze Eiweil verflissigt, nur ein paar ganz
kleine, schmutzig-dunkelgriin verfirbte Kliimpchen lagen noch

am Boden. '
Aber was sich schon bei der Untersuchung iiber die Ein-

wirkung auf Fibrin gezeigt hatte, trat auch hier in Erscheinung.
Die kleinen Kliimpchen trotzten aller weiteren Auflésung und
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lagen vier Wochen spiter noch genau so am Boden wie nach
acht Tagen.

Bei all diesen Versuchen war dem Bazillus durch Hitze
koaguliertes Eiweil zum Abbau gegeben worden. Nun stand
noch die Frage offen, wie er sich gegeniiber nativem Eiwei8
verhélt.

Fiir diesen Versuch schienen frische Hiihnereier am ge-
eignetsten. Sie wurden an der Einstichstelle- kriftig mit Ather
gewaschen und ofters (mindestens 12—15mal) abgeflammt, die
Schale mit steriler Nadel vorsichtig, damit nicht ein Sprung
entstand, durchstochen, durch die Offnung die infizierte Platin-
nadel eingefithrt und dann das kleine Loch mit Kollodium und
Siegellack verschlossen.

Fiir jeden zu priifenden Stamm standen je drei Eier zur
Verfiigung. AuBlerdem wurde eine doppelte Kontrolle angelegt,
fiir die gleichfalls je drei Eier vorgesehen waren. Die einen
Kontrolleier wurden ohne jeden Eingriff gelassen, wihrend die
anderen die gleiche Vor- und Nachbehandlung erfuhren wie die
Versuchseier, nur dall sie anstatt mit einer infizierten, mit einer
sterilen Platinnadel durchstochen wurden. Die dem Impfmaterial
nach zusammengehorenden Eier wurden, durch Watte gut isoliert,
in je eine verdeckte Glasschale gelegt und in den Brutschrank
gestellt.

Die ersten Erscheinungen machten sich erst nach acht Tagen
bemerkbar. AuBerlich waren die Eier unverindert geblieben,
aber beim Offnen der Glasschalen herrschte in der Kammer,
die die mit Bac. putrificus Bienstock geimpften Eier enthielt,
ein deutlicher Faulnisgeruch. Einen Tag spéter trat die gleiche
Erscheinung bei den mit dem Kralschen Stamm behandelten
Eiern auf.

Nach 14 Tagen wurde die erste Untersuchung und zwar
je eines Eies vorgenommen. Dazu wurden die Eier an der zur
Offnung bestimmten Stelle mit einem glithenden Instrument ab-
gesengt und die Schale so weit aufgebrochen, daB eine 2 mm-
Ose bequem eingefiihrt werden konnte. Mit einer solchen Ose
wurde sodann etwas von dem Eiweil entnommen, auf einer
Agarschale abgetupft und mit dem Drigalskispatel verrieben.
Zur Priifung auf aerobiotische Verunreinigungen wurden die
Schalen bis zom folgenden Tage in den Brutschrank gestellt.
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Aber trotzdem in den Glasschalen ein deutlicher Faulnis-
geruch herrschte, war offenbar nicht in allen Eiern Entwicklung
eingetreten, da diese zuerst gepriiften Versuchseier beim Offnen
ganz das gewdohnliche Aussehen zeigten und sich kein Geruch
bemerkbar machte.

Auf den Plattenausstrichen hatte sich nach 24 Stunden
noch nichts entwickelt. Da somit die Anwesenheit von Aero-
biern ausgeschlossen werden konnte, wurden nach der im all-
gemeinen Teil beschriebenen Methode anaerobiotische Bedin-
gungen geschaffen, die aber gleichfalls kein Wachstum brachten.

In Zwischenriumen von je acht Tagen wurden die iibrigen
Eier untersucht. Nur die Untersuchung der unverletzt ge-
lassenen Kontrolleier konnte nicht weiter gefiihrt werden, da
sich in ihnen unter dem Einfluf der Brutschranktemperatur
junge Hiihnchen entwickelt hatten, die in der Nacht vom 21.
zum 22. Tage die Eischale durchstofen hatten und nun aus dem
Ei Dbefreit wurden.

Auch diese Untersuchungen wurden in der angegebenen
Weise ausgefiihrt. Sie ergaben

nach 22 Tagen: Entwicklung nur des Bac. putrificus Bien-
stock; starker Fiulnisgeruch beim Offnen des Kies; das
Eiweil in eine griinliche, diinne Fliissigkeit, in der
schmutzig-gelbe, kisig-schmierige Klumpen schwimmen, das
Eigelb in eine schwarzgriine Masse von zdher Konsistenz
umgewandelt.

In den Priparaten sehr wenig Vegetationsformen, fast
ausschlieflich Sporen.

Aerobiotisch gehaltene Plattenausstriche bleiben steril;
Entwicklung nach Herstellung anaerobiotischer Bedin-
gungen. In Priparat und Kultur Bac. putrificus in Reinkultur.

Sterilitit der beiden anderen geimpften Eier sowie
des Kontrolleies.

Nach 30 Tagen war das mit Bac. putrificus Bienstock ge-
impfte Ei steril geblieben und nur in dem mit dem Kral-
schen Stamm geimpften Ei Wachstum eingetreten. Die
Umwandlung des Eiweifles und des Eigelbes entsprach
vollkommen den nach 22 Tagen aufgetretenen Erscheinungen,
nur schien nach dem ganz auBerordentlich starken Geruch
die Faulnis noch intensiver zu sein.
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Das Ergebnis der Plattenaussaaten war analog den
Befunden der nach 22 Tagen gemachten Aussaaten, also
Sterilitdit des mit Bac. putrificus Bienstock geimpften,
aber ohne Entwicklung gebliebenen Eies sowie des Kon-
trolleies; auf dem von dem faulenden Ei angelegten Platten-
ausstrich kein Wachstum, solange er unter Luftzutritt
gehalten wurde; Entwicklung nach Schaffung anaerobio-
tischer Bedingungen.

In den Préparaten und Abimpfungen: Bac. putrificus
in Reinkultur.

Meine beiden Putrificusstimme erwiesen sich aber nicht in
allen Eigenschaften gleich oder gleich stark. Sie unterschieden
sich ein wenig in der Bildung von Oberflichenkolonien, die bei
dem Kralschen Stamme nicht jenes charakteristische Geprige
‘zeigten; es waren einfach runde, iiber ihre Umgebung etwas
erhabene Hiufchen, die allmiblich eine gelbliche Farbe an-
nahmen, wéihrend die Kolonien des Bienstockschen Stammes
milchigtritb waren. Bei ihm fand ich also die Angaben iiber
das homogene Aussehen der Kolonien bestitigt. Auch mit dem
Mikroskop vermag man keine deutliche Zeichnung zu erkennen,
hochstens nur schwache Spuren einer stricheligen Anlage.

Ferner fillt bei ihm die verzogerte Verfliissigung der Ge-
latine auf, die oft zwei Wochen und noch spiter einsetzt als
bei dem Bienstockschen Stamm. KEs deckt sich diese Er-
scheinung mit der Beobachtung, daB sein Wachstum iiberhaupt
etwas langsamer vor sich geht; auch seine Wirkung anf Fibrin,
auf Eiereiweil und Blutserum &ufiert sich weniger rasch. Da
sich die beiden Stimme aber sonst morphologisch wie physio-
logisch vollstindig gleichen, wird man nicht, wie ich zuerst
vermutete, zwei verschiedene Arten in ihnen sehen, sondern bei
dem Kralschen Stamm mit Erscheinungen rechnen miissen, wie
sie ja bei lang fortgeziichteten Laboratoriumsstimmen aufzu-

treten pflegen.
2. Bacillus postumus.

Die heute in den bakteriologischen Lehr- und Nachschlage-
biichern zu findende Darstellung des Bac. putrificus, die sich
etwa mit der Schilderung Bienstocks deckt, babe ich, wie

auch die von Bienstock gegebenen Photogramme aunf einen
Sitzungsberichte der phys.-med. Soz. 41 (1909). 16
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anderen Bazillus viel passender gefunden, der in verschiedenen
Faulgemischen des Herrn Professor Heim neben den bekannten
Putrificusformen auftrat.

Der Reinziichtung widersetzte er sich zunéchst hartnickig
und war aus einem Gemisch, das durch Erhitzen schon so weit
gereinigt war, daB es diesen Bazillus nur noch in Gesellschaft
mit Bac. putrificus enthielt, weder durch Isolierungsversuche in
hoher Schicht noch unter Glimmer zu trennen. Verschiedene
Versuche mit dem gewdhnlichen Agar brachten zwar Kolonien
des Bac. putrificus, nie aber eine Kolonie dieses ,Borsten-
formigen“. Es hatte den Anschein, als ob frische, d. L. nicht
abgebaute Nahrbiden ihm weniger zusagten. Diese Vermutung
wurde gestiitzt durch die Beobachtung, daf er in der Leber-
bouillonmischkultur erst zu wachsen begann, wenn der Bac.
putrificus die Leber zwei bis drei Tage lang abgebaut hatte.

Daraufhin wurden 200 g Pferdeleber mit 650 ccm Bouillon
tiberschichtet, sterilisiert und mit Bac. putrificus in Reinkultur
geimpft. Nach 14 Tage langem Abbau wurde abermals sterili-
siert, die Fliissigkeit zur Reinigung von Bakterienleichen durch
das Heimsche Asbestfilter getrieben und das Filtrat teils als
Bouillon verwendet (abgebaute und frische Bouillon zu gleichen
Teilen), teils zu N&hragar verarbeitef.

Bei einer Aussaat in erster bis vierter Verdiinnung ent-
wickelte sich nun neben den bekannten Putrificuskolonien auch
eine neue Form. Sie hat wenig Charakteristisches an sich und
gleicht in ihrer Anlage einem dunkeln, rundlichen bis wetz-
steinformigen Kern mit glatten Réndern, die hochstens kleine
Hicker tragen. Eine Zeichnung ist nicht aufzulosen. Allméh-
lich, aber sehr langsam, im Laufe von Wochen, bildet sich um
dieses dunkle Zentrum eine helle Zone, die — gleichgiiltig ob
die Kernanlage rundlich oder oval war — ziemlich genau Kreis-
form annimmt und leicht gestrichelt erscheint; ihre Peripherie
schneidet scharf gegen den Nahrboden' ab.

Einmal isoliert und an nicht abgebaute Nihrboden gewdhnt,
kam der Bazillus auch in frischem Agar zur Kolonienbildung.
Diese Kolonien unterscheiden sich aber nicht wesentlich von
den in abgebautem Agar gewonnenen: um einen dunklen Kern
bildet sich eine nach auBen sich immer mehr aufhellende Zone
mit scharfer duBerer Begrenzung; die Zeichnung ist deutlicher
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und erinnert bei manchen etwas an die der Typhuskolonien
(Fig. 8). Wenn auch die ganze Anlage der Kolonie geschlossen
ist, so sieht man doch von einzelnen Kernen auch feine Aus-
laufer ein wenig in die helle Hofzone hineinstrahlen.

Die Agaroberflichenkolonien sind noch weniger cha-
rakteristisch als die Tiefenkolonien; es sind lediglich flache,
runde, weillliche Auflagerungen ohne jede Zeichnung.

Der Agarstich ist ebenfalls wenig charakteristisch. Er
dhnelt etwas dem des Bac. putrificus, indem lings des Stich-
kanals viele kleine Kolonien sich ansetzen.

Bei Zimmertemperatur habe ich kein Wachstum be-
obachtet.

Der Bazillus selbst ist ein schlankes Stibchen, das in
fliissigen wie in festen Substraten ziemlich langsam wichst. Die
einzelnen Individuen liegen meistens jedes fiir sich. Schon kurze
Ketten von zwei bis drei Gliedern sind sehr selten; mitunter
treten aber lange Scheinfiden auf, die sich durch das ganze
Gesichtsfeld hindurchziehen konnen (Fig. 12).

Der Bazillus ist mit den gewihnlichen Anilinfarben firb-
bar. Die Farbung nach Gram ist im allgemeinen positiv,
schwankt aber etwas. In Leberbouillon-Pfuhl iiber Pyrogallol
ist er nach 24 Stunden JG -, vom zweiten Tage ab tritt aber
bei Einwirkung von 15 Tropfen Alkohol teilweise schon eine
ziemliche Entfirbung ein. Besser ist die Gramsche Firbung
bei Leberbouillonkulturen nach Tarozzi. In é&lteren Kulturen,
besonders in Faulgemischen, also zum Beispiel vergesellschaftet
mit Bac. putrificus, tritt bei ihr eine deutliche Kérnelung des
Bakterienleibes hervor (Fig. 13).

Je nach dem Nihrsubstrat ist die duBere Form des Stidb-
chens etwas verdnderlich.

In Bouillon schlank, mit abgerundeten Enden, nimmt es in
Agarkulturen kriftigere Formen an und erscheint dabei etwas
kiirzer. Besonders schlank ist es in Gesellschaft mit Bac. putri-
ficus in faulenden Substraten, in denen neben den kriftigen
Putrificusstibchen seine Borstenform am deutlichsten zutage tritt
(Fig. 14).

Der Bazillus hat eine lebhafte Eigenbewegung, die darch
zahlreiche seitenstindige GeiBeln ermiglicht wird (Fig. 15).

16*
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Die Sporen werden normal an den Polen der Stibchen ge-
trieben. Jedes Stdbchen bildet nur eine Spore. An dem einen
Pol bildet sich zunédchst eine vollkommen runde, knopfartige
Verdickung von demselben Firbungsvermogen wie das Stibchen
selbst : das bekannte Bild der Trommelschlegel. Dieses kugelige
Anhéngsel nimmt an Umfang zu und beginnt sich zu differenzieren:
das Licht stirker zu brechen und bei den gewdhnlichen Firbungs-
methoden keine Farbe mehr anzunehmen. Mit fortschreitendem
Wachstum &ndert die Spore ihre Form; das kugelige Gebilde
streckt sich in die Lénge, bis es eine linglich ovale Gestalt
bekommen hat, und spitzt sich nach dem freien Pol hiufig zu.
Andere Sporenanlagen bevorzugen nicht dieses einseitige Lingen-
wachstum, sondern wachsen der runden Anlage entsprechend
gleichméfig weiter, wodurch sie schlieflich das typische Aus-
sehen der Tetanusbazillen bekommen (Fig. 16). Die Sporen
sind, solange sie mit der Mutterzelle in Verbindung stehen, von
einem feinen Saum vegetativer Substanz umgeben. Bei vielen
von ihneh ist dieser an der Ubergangsstelle von Bakterienleib
und Spore so fein, dal er firberisch kaum darstellbar ist,
wihrend er sich nach dem freien Sporenende zu kappenartig
verdickt.

Die Entstehung der Sporen ist aber nicht unbedingt an
einen Pol des Stibchens gebunden; sie kann auch in einer Zell-
hilfte, mehr oder weniger vom Pol entfernt, stattfinden, ja fast
bis in die Mitte des Stdbchens verlagert sein, Variationen der
Versporung, wie sie von v. Hibler speziell beim Tetanusbazillus
beobachtet worden sind. Immer aber hat in unserem Falle die
Sporenanlage Kugelform (Fig. 17).

Ein auffallendes Bild erhilt man mitunter bei Préiparaten
aus fliissigen Substraten: durch einen deutlichen Zwischenraum
von dem Stibchen getrennt, sieht man iiber dem einen Pol des
Bakteriums ein rundes oder ein klein wenig ldngliches Gebilde,
so daB das Ganze aussieht wie ein ,i%. Dieses einem i-Punkt
dhnliche Gebilde hat entweder die Farbe des Stdbchens oder
zeigt in seinem Innern sporenartige Differenzierung (Fig. 18).

Bienstock beschreibt einen dhnlichen Vorgang bei seinem
Bac. putrificus. Er sagt:

,Allmahlich schniirt sich die Spore ab, bleibt noch eine
kurze Zeit durch ein unsichtbares Schleimstiick mit dem
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Stabchen verbunden, — nur so ist es zu erkliren, wenn

die Spore, obwohl vom Stibchen durch einen deutlichen

Intervall geschieden, doch noch an dessen Bewegungen

teil nimmt, — um sich endlich vollstindig frei zu machen.

Das Stabchen, das nunmehr seinen Beruf erfiillt hat,
verschwindet.

. . und die fertige Spore schliipft dann nicht, wie bei
den anderen, aus, sondern schniirt sich von dem Stib-
chen ab.“

Ob man es hier mit einer regelrechten Sporenbildung zu
tun hat, will ich dahingestellt sein lassen; vielleicht handelt
es sich auch um einen Vorgang, wie ihn R. GraBberger bei
Untersuchungen iiber den Rauschbrandbazillus folgendermafBen
charakterisiert:

,Bine iiberaus oft zu beobachtende Versporungskrank-
heit ist die, dall die Sporenanlagen massenhaft unreif ab-
fallen und sie liegen dann im Gesichtsfeld wie Kokken
verstreut umbher.“

Wie schon erwihnt, ist dieser Bazillus in fast allen Faul-
gemischen des Herrn Professor Heim aufgetreten, so daf man
an einen ursichlichen Zusammenhang zwischen ihm und der
Faulnis glauben mochte. Es ist uns aber nicht gelungen, mit
den Reinkulturen eine Zersetzung von Eiweif in Form von
Fibrin, HiihnereiweiB, Blutserum oder Leberstiickchen zu be-
wirken; auch Girung blieb stets aus. Trotzdem konnte man
sich des Eindruckes nicht erwehren, als ob eine durch eine
Mischkultur des Bac. putrificus und des Bac. postumus hervor-
gerufene Faulnis lebhafter als die durch Reinkulturen des Bac.
putrificus bewirkte verlanfe. Ist auch auf die genannten Ei-
weiBe keine Einwirkung nachweisbar gewesen, so wire es immer
noch moglich, daB eine solche dann zur Geltung kommt, wenn
der Bac. putrificus das Eiwei bis zu einem gewissen Grade
gespalten hat, und daB nunmehr der Bac. postumus die weitere
Zersetzung bestimmter Gruppen iibernimmt.

3. Bacillus botulinus.
Der Bacillus botulinus ist von van Ermengem bei
der Fleischvergifiung von Ellezelles im Jahre 1895 gefunden
und beschrieben worden. Seine Verbreitung scheint nicht sebr
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grof zu sein; denn aufier jenem Fall im Hennegau haben iln
nur P. Rémer 1900 bei einem Fall in Oberhessen und Land-
mann bei der Darmstiddter Vergiftung 1904 wiedergefunden.

Immerhin sind verschiedentlich Fleischvergiftungen be-
schrieben worden, bei denen zwar nicht die Erreger festgestellt
wurden, die aber der Beschreibung der Krankheitsbilder zufolge
annehmen lassen, daf sie mit grofer Wahrscheinlichkeit durch
den Bac. botulinus hervorgerufen worden sind.

Die altere Literatur hieriiber ist von van Ermengem er-
wihnt; spéter wird ein solcher Fall unter anderem von Lauk in
der Miinchener medizinischen Wochenschrift berichtet. Eine mit
dem Material gefiitterte Katze wurde in der typischen Weise krank.

Die Morphologie und Wachstumseigentiimlichkeiten des
Bazillus sind uns eigentlich nur durch die Arbeiten van
Ermengems bekannt. Erst in neuerer Zeit hat ihn v. Hibler
in den Kreis seiner Untersuchungen einbezogen. v. Hibler,
der mit drei verschiedenen Stimmen arbeitete, stellt eine auf-
fallende Verschiedenheit seiner Stimme gegeniiber dem van
Ermengemschen fest und sucht diese Erscheinung mit einem
atypischen Verhalten des van Ermengemschen Stammes zu
erkléren.

Wie ich eingangs erwéhnt habe, zeigten unsere Botulinus-
stimme, die beide von Kral und zwar der eine im Jahre 1903,
der andere 1909 bezogen wurden, eine iiberraschende (berein-
stimmung mit dem Bac. putrificus, die sich vor allen Dingen in
der Zersetzung von Milch und Leber-Leberbouillon sowie in dem
Fehlen jeder Pathogenitdt &uflerte. Es deckten sich hierin
unsere Befunde mit denen v. Hiblers.

Wir gingen aber noch weiter. Nachdem wir morphologisch
und kulturell eine ziemlich nahe Verwandtschaft zwischen dem
Bac. botulinus und dem Bac. putrificus festgestellt zu haben
glaubten, ergab sich fiir uns die Frage, wie sich die beiden
wohl gegeniiber der Agglutination durch spezifisches Serum ver-
halten wiirden.

Zu diesem Zwecke wurden einem Kaninchen acht Wochen
lang einen Tag alte Bac. putrificus-Kulturen in von Woche zu
Woche von 1—6 ccm steigenden Dosen intravends injiziert. Die
Kulturen waren in Leber-Leberbouillon geziichtet worden, die
vor der Injektion filtriert wurde.
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Zehn Tage nach der letzten Injektion wurden dem Kaninchen
einige Kubikzentimeter Blut entnommen und die Agglutination
in den Verdinnungen 1:50, 1:100, 1:500 und 1: 1000 an-
gesetzt. Sie ergaben sdmtlich positive Resultate und zwar so-
wohl bei unseren Bac. putrificus- wie bei unseren sogen. Bac.
botulinus-Stdammen. Die Verwandtschaft dieser beiden mulite
also so nahe sein, daB man sie geradezu identifizieren konnte.

Es ist hochst unwahrscheinlich, daf der Bac. botulinus im
Laufe der letzten zehn Jalre eine so gewaltige Umwandlung
erfahren haben soll, daf man gewissermaBen von einer Mutation
sprechen miifite, oder daB die mangelnde (/bereinstimmung mit
den neueren Kulturen in einem atypischen Verhalten des van
Ermengemschen Stammes gelegen sein soll. Gewill kann ein-
mal ein Stamm ein atypisches Verhalten zeigen, doch werden
dabei immerhin genug Anklinge an seine eigentliche Natur er-
halten bleiben. Hier aber bestehen nur Gegensitze.

Da sich, wie gesagt, die Annahme eines nahen verwandt-
schaftlichen Verhiltnisses zwischen den beiden Bazillen mit
den Befunden van Ermengems in keiner Weise in Einklang
bringen 14aBt und wir auch nicht geneigt waren, die Ursache fiir
die grofen Differenzen zwischen den Berichten van Ermengems
und unseren eigenen Beobachtungen lediglich in einem atypischen
Verhalten des van Ermengemschen Stammes zu suchen, er-
baten wir uns von verschiedenen Instituten Botulinuskulturen,
um sie mit den unsrigen zu vergleichen. Wir wandten uns
dazu an Herrn Prof. van Ermengem in Gent, an drei grofere
staatliche Institute in Deutschland, an das Pasteursche
Institut in Paris und an Herrn Prof. v. Hibler in Innsbruck

Da ergab sich denn, daB nur das Institut fir Infektions-
krankheiten in Berlin iiber einen Stamm verfiigte, der Eigen-
schaften zeigte, die sich mit den van Ermengemschen Be-
obachtungen deckten; er wurde von unserem auf Bac. putrificus
eingestellten Serum nicht agglutiniert. Was aber von Kral
fir Bac. botulinus ausgegeben wird, ist nichts als der Bac.
putrificus.

Der Bac. botulinus stellt, wie schon van Ermengem
hervorgehoben hat, der Ziichtung teilweise recht betrichtliche
Schwierigkeiten entgegen. Ich habe z. B. mit der Buchner-
Rohre keine giinstigen Krgebnisse gehabt. Fiir Rohren von
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23 cm Lénge und 26 mm lichter Weite habe ich bei Verwendung
von etwa 25 cem 10°/jiger KOH-Losung die Menge des Pyro-
gallols zwischen 0,25—4,0 g variiert; aber die wenigen Erfolge
waren nur Zufallstrefter: in der Regel blieb die Entwicklung
aus, hochstens 12°/, der angesetzten Rohren brachten Wachs-
tum und zwar bei verschiedenem Pyrogallolgehalt. Dieses
negative Resultat gilt auch fiir die iiber Pyrogallol gehaltenen
Milchkulturen. -

Milchkulturen sind besonders geeignet, eine leichte und
gute Unterscheidung zwischen dem Bac. botulinus und dem
Bac. putrificus zu ermoglichen. Wihrend ndmlich der Bac.
putrificus in Milch iiber Pyrogallol sehr iippig wéchst und sie
in der durch die Untersuchungen Bienstocks bekannten
Weise verdndert, sind meine Botulinusmilchkulturen iiber Pyro-
gallol durchweg ergebnislos geblieben.

In den wenigen Leberbouillonkulturen, die iiber Pyrogallol
angingen, blieb die Gédrung aus, auch bei 23° Es bildete
sich bei klar bleibender Bouillon ein mehr oder weniger reich-
licher Bodensatz, und erst beim Umriihren mit dem Platindraht
erfolgte ein deutliches Aufschiumen. Die Stébchen entfarbten
sich sehr leicht nach Gram, ihre Sporenbildung war mangelhaft.

Als vorziiglicher Nidhrboden fiir den Bac. botulinus hat
sich bei diesen Versuchen die Leber-Leberbouillon gezeigt. Der
Bazillus wuchs darin zu grofien kriftigen Stibchen heran (Fig. 20),
deren Fiarbbarkeit nach Gram etwas schwankte. In der Regel
werden sie leicht entfirbt. Schon van Ermengem hat auf
eine Kontrolle der verwendeten Alkoholmenge aufmerksam ge-
macht. 5—7 Tropfen Alkokol zu iiberschreiten ist m. E. im
allgemeinen nicht ratsam.

Die Stibchen liegen meistens allein, doch gehdrt die Bildung
von kleineren Verbinden nicht eben zu den Seltenheiten.

Die Bewegung in den wenigen iiber Pyrogallol ge-
wonnenen Kulturen war, wie schon der duere Anblick -— klare
Bouillon, Bodensatz — erwarten lieB, sehr mangelhaft; nur ver-
einzelt schoben sich ein paar Bazillen trage durch das Gesichts-
feld. FHingegen ist die Bewegung in den Leber-Leberbouillon-
kulturen recht lebhaft und erinnert sowohl in ihrer Lebhaftig-
keit wie in ihrer Art sehr an die der Heubazillen. Dieses
Durcheinanderwimmeln fingt aber schon nach einer halben
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Stunde, jedenfalls unter dem Einfluf des Sauerstoffes, an zu er-
lahmen, um nach einer Stunde ganz aufzuhoren. Die Stibchen
bleiben dann véllig unbeweglich liegen.

Die Géarung, die in den Kulturen iiber Pyrogallol sich
nur durch ein Aufbrausen beim Umriihren bemerkbar machte,
ist in den Leber-Leberbouillonkulturen sehr intensiv. Sie wird,
wie das Wachstum iiberhanpt, durch die Temperaturverhiltnisse
beeinflufit, worauf gleichfalls schon van Ermengem hin-
gewiesen hat. Niedrige Temperaturen zwischen 20 und 23°
sind ihm am zusagendsten. Sein Wachstum beginnt dabei
meistens erst am zweiten Tage nach der Aussaat, die Gérung
dauert etwa 14 Tage. Hohe Temperaturen dagegen verursachen
auf Kosten der Versporungsfihigkeit Involutionsformen, und die
Gédrung ist bei groller Intensitit nach drei Tagen voriiber.

Die Versporung beginnt am vierten Tage einzusetzen, am
fiinften Tage treten schon einzelne freie Sporen auf. Die Bildung
der groBen Sporen (Fig. 21) erfolgt in den Endstiicken der
Stibchen, ohne sich sonderlich von dem fiir die Mehrzahl der
Anaerobier bekannten Typus zu unterscheiden.

Wesentlich fiir ein gutes Wachstum ist die Alkaleszenz.
Der Bazillus liebt ausgesprochen alkalische Nahrsubstrate, doch
stehen der von van Ermengem angegebenen hochprozentigen
Alkalisierung gewisse Bedenken entgegen. 10 ccm Normalsoda-
losung z. B., zu 100 ccm Nihrgelatine zugesetzt, schadigen das
Erstarrungsvermogen derselben zu sehr. Die Gelatine wird
nicht mehr eigentlich fest, sondern bildet eine Art derber Gallerte.
Infolgedessen kommt es in solcher Gelatine zu keiner Kolonien-
bildung, sondern es tritt sofort Verfliissigung ein. Auch 5 ccm
auf 100 ccm Nihrgelatine ist noch zu reichlich. So tritt bei-
spielsweise in Stichkulturen schon am dritten Tage eine voll-
stindige Verfliissigung ein unter so energischer Gérung, daG,
wenn man die Gelatine — wie man dies ja bei Anaerobiern
gern tut — zum besseren LuftabschluBb mit einer Agarschicht
iibergieBt, dieser Agarpfropf herausgeschlendert wird und die
Gelatine aus dem Reagensglase herausquillt; im Glase selbst aber
bleibt nar eine lockere Schaummasse.

Um die Gelatine nicht allzu rascher Verfliissigung aunszu-
setzen und doch ein gutes Wachstam zu erzielen, braucht man
ein Prozent Normalsodalosung auf 100 ccm Nihrgelative nicht
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zu iiberschreiten. Es ist ja auch van Ermengem im allge-
meinen nicht iiber diese Konzentration hinausgegangen.

Die Kolonien in Gelatine in hoher Schicht sind von
rundlicher, geschlossener Form mit Hiockerbildung an der Peri-
pherie. Eine Zeichnung ist auch bei jungen Kolonien nicht
aufzulgsen.

In Agarplatten unter Glimmer wichst der Bazillus nach
dem Typus der Anaerobier mit zerschlissener Kolonienbildung
(Fig. 19).

Pathogenitdt war von den sieben von mir untersuchten
Stdimmen nur dem Stamm des Instituts fiir Infektions-
krankheiten eigen. Von den sechs anderen angeblichen
Botulinuskulturen blieben selbst betrdchtliche Mengen von
0,5 ccm, weiBen Mdusen subkutan unter die Riickenhaut inji-
ziert, wirkungslos.

Zur Injektion wurden regelmiBig vier Tage alte, bei 23°
geziichtete Leber-Leberbouillonkulturen verwendet, die in grofien
und kleinen Dosen nach wenig Stunden den Tod der Versuchs-
tiere — Mé&use und Meerschweinchen — herbeifiihrten. Bei
den Meerschweinchen erfolgte die Injektion unter die Bauchhaut.

Die groBte verwendete Dosis betrug 0,2 ccm Kultur —-
Tod nach 28 Stunden, die kleinste 0,005 ccm Kultur — Tod
zwischen 28 und 38 Stunden. Nach einer kurzen, je nach der
Injektionsmenge zwischen 6—10 Stunden schwankenden Inku-
bationszeit bleiben die sonst munteren Tierchen zun&chst unbe-
weglich auf einer Stelle kauernd sitzen. Nur der starre, in die
Ferne gerichtete Blick ist in diesem Moment der Erkrankung
besonders auffallend. In einem spiteren Stadium verkriechen
sich die Tiere in eine Ecke ihres Kifigs, aus der sie nichts zu
vertreiben vermag. Der Korper ist flach auf den Boden ge-
driickt, der Hals lang auf dem Boden ausgestreckt, die Beine
sind entweder ganz unter den Leib gezogen oder, namentlich
die hintere Extremitit, weit ausgestreckt; die Atmung ist lang-
sam unter starker Inanspruchnahme der Bauchmuskulatur, und
von Zeit zu Zeit liuft ein wurmartiges Ringeln durch den
Korper. In dieser Stellung verenden die Tiere.

Bei der Sektion zeigten sich im allgemeinen keine Ver-
dnderungen; nur einmal waren um und in der Leber viele groBe
Blutergiisse zu sehen. Bakterien waren in Organen, Leber und
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Milz sowie in den Blutergiissen weder im Ausstrich noch kulturell
nachweisbar. Kleinere Himorrhagien fanden sich zweimal an der
Infektionsstelle. In beiden Fillen wurden Kulturen des Bac.
botulinus gewonnen.

In den anderen Fiillen unterschied sich die Infektionsstelle
durch kein solches duBerliches Zeichen von der iibrigen Bauch-
decke, und es konnte mit Sicherheit keine Stelle als Infektions-
ort bezeichnet werden. Ks ist daher anzunehmen, daB diese
Himorrhagien nicht durch die TInjektion an sich verursacht
worden sind, vielmehr dadurch, daf die Kaniille nicht genau
zwischen Haut und Bauchdecke stand, wobei die Bauchmuskulatur
ein wenig verletzt wurde.

SchluBsittze.

1. Zar Ziichtung von Anaerobiern in fliissigen Néahrmitteln
ohne Luftabschluff eignet sich am besten eine aus Rinder-
leber bereitete Bouillon, der gekochte Stiickchen Pferde-
leber zugesetzt werden (S. 217).

9. Die Ziichtung in Buchnerschen Réhren kapnn fiir gewisse
Zwecke, z. B. Serumbouillon, nicht entbehrt werden. Fiir
Massenverbrauch kinnen aus Billigkeitsriicksichten kleinere
Rohrchen Verwendung finden (S. 218).

3. Die Leberbouillon ist auch zur Bereitung von festen Néhr-
boden mit Agar und Gelatine zu empfehlen (S. 230).

4. Zur Isolierung der Kolonien und spéteren Abimpfung ist
der mit einer Glimmerscheibe bedeckte feste Nahrboden
sehr vorteilhaft. Man legt die Verdiinnungen wie bei
Aerobiern an und gieBt dann eine zweite Nidhrbodenschicht
dariiber, auf die man vor dem vélligen Erstarren eine
moglichst groBe Glimmerscheibe unter Vermeidung von
Luftblasen deckt (S. 227). ’

5. Nach dem derzeitigen Stand unserer Kenntnis der Faulnis
kommt fiir die erste Auflosung des Eiweibes vor allen
Dingen der Bac. putrificus in Betracht. Spiter treten
andere Anaerobier, z. B. Bac. postumus, auf.

6. Dieser Bac. postumus lie§ sich erst dadurch in Reinkulturen
gewinnen, daB man ihm die Zersetzungsprodukte des Bac.
putrificns gab. Die Reinkultur wuchs dann auch auf den
iiblichen Nahrbioden (S. 242).
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7. Der als Bac. botulinus von Kral wiederholt bezogene
Stamm war kein Bac. botulinus van Ermengem, son-
dern Bac. putrificus (S. 246).

Bemerkungen zu den Photogrammen.
o]

Die beigegebenen Photogramme sind teils von Herrn Pro-
fessor Heim, groBtenteils von mir aufgenommen worden. Die
Aufnahmen erfolgten unter strenger Beobachtung der in dem
Lehrbuche der Bakteriologie von Heim aufgestellten Grund-
Sdtze, die ich als bekannt voraussetzen darf. Insonderheit
wurde jede Retouche, auch die des Untergrundes, vermieden
und lieber ein kleiner, durch ein nicht zu umgehendes Schmutz-
partikelchen bedingter Schonheitsfehler bestehen gelassen, um
ein naturgetreues Bild wiederzugeben. Die einzige Ausnahme
bildet das Photogramm Fig. 7, eine Agartiefenkolonie des Bac.
putrificus. Wer mit der Mikrophotographie zerschlissener Ko-
lonientypen anaerobiotischer Bazillen vertraut ist, weill, mit
welchen Schwierigkeiten- eine gute Wiedergabe der zarten Aus-
laufer bei einer einigermafien brauchbaren Durchleuchtung des
Innern verbunden ist. Es versteht sich von selbst, daf die im
Vergleich zu dem iibrigen Teil des Negativs sehr diinne Stelle
auf der Kopie zu einem groBen, unschionen, bronzefarbenen Klecks
werden muB. Um diesen stérenden Kontrast wenigstens etwas
abzuténen, wurde auf diesem Negativ die den Kern der Kolonie
wiedergebende Stelle mit einer diinnen Schicht wasserloslichen
Karminlackes iiberzogen, wodurch der sonst dem Bild anhaftende
harte Ausdruck einen ruhigeren Ton erhdlt. Ich glaube, dafl
dieser kleine Eingriff, der an der Wahrheit des Bildes nichts
andert, jederzeit verantwortet werden kann.

In recht storender Weise machen sich bei der Aufnahme
von Kolonien auch sehr hiufig kleinere oder groBere Kratzer
oder #hnliche Fehler im Boden der Petrischalen bemerkbar.
Wenn man auch moglichst bemiiht ist, die Schalen beim Uber-
einanderstellen durch Zwischenlagen von Filtrierpapier vor Rei-
bungen zu schiitzen, so sind doch auf die Dauer mancherlei
Verletzungen nicht zu vermeiden. Gleichzeitig mit den Kolonien
werden natiirlich auch diese Fehler im Glase von der photo-
graphischen Platte festgehalten und beeintrichtigen die Schon-
heit des Bildes, Diese unangenehme Begleiterscheinung hat
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Herr Professor Heim in ebenso einfacher wie sicherer Weise
dadurch beseitigt, daB er hinter der aufzunehmenden Kolonie
auf dem #uBeren- Boden der Schale ein Deckglischen mit
Immersionsol oder Kanadabalsam befestigt. Hierdurch wird
eine Korrektur der Strahlenbrechung herbeigefiihrt, die es er-
moglicht, sofern keine Mingel des Nahrbodens vorliegen, die
wiederzugebende Kolonie sich von einem absolut reinen Unter-
grund abheben zu lassen.

Dieses Hilfsmittel hat sich bei den vielen Aufnahmen, die
im Institut gemacht werden, so vorziiglich bewéhrt, dal es bei
allen einschligigen Aufnahmen, auch bei anscheinend intakten
Schalen, zur Erhohung der Klarbeit des Untergrundes ange-
wendet wird.

Am Schlusse meiner Arbeit dringt es mich, Herrn Pro-
fessor Dr. Heim fiir die allzeit liebenswiirdige und tatkriftige
Unterstiitzung, mit der er meine Arbeit forderte, insbesondere
auch fiir die freundliche Einfiihrung in die schwierige Technik
der Mikrophotographie, meinen wirmsten Dank auszusprechen.

Erklirungen zu den Tafeln.

Fig. 1. Bac. putrificus (Stamm Kril). Tiefenkolonie in gewdohnlichem
Agar, 20 Tage alt, geziichtet im Maassenschen Apparat. Natiir-
liche Grose.

Fig. 2. Bac. tetani. Kolonie in Leberbouillonagar in doppelter Schicht
unter Glimmer, 3 Tage alt. 5,2fach.

Fig. 3. Bac. putrificus Bienstock. Haut- und Kettenbildung in Leber-
bouillon mit Leberstiickchen, 1 Tag alt. Gramsche Firbung.
1000 fach.

Fig. 4. Bac. tetani. 8 Tage alie Leberbouillonkultur iiber Pyrogallol,
filtriert, zentrifugiert und viermal mit physiologischer Kochsalz-
losung gewaschen. Gramsche Farbung. 1000fach.

Fig. 5. Bac. putrificus Bienstock. Leberbouillon mit Leberstiickchen,
3 Tage alt. Gramsche Fiirbung. 1000 fach.

Fig. 6. Bac. putrificus Bienstock. GeiBelfirbung nach Zettnow.
1000 fach.
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Bac. putrificus Bienstock. Kolonie in Lebelboulllonagar in
doppelter Schicht unter Glimmer, 7 Tage alt. 4fach.

Bac. postumus. Kolonie in Leberbouillonagar in doppelter Schicht
unter Glimmer, 7 Tage alt. 30fach.

Bac. putrificus (Stamm Kral). Randzeichnung einer 20 Tage
alten Tiefenkolonie in gewohnlichem Agar, geziichtet im Maassen-
schen Apparat. 25 fach.

Bac. putrificus Bienstock (links) und Stamm Kril (rechts).
Stich in Leberbouillongelatine, tiberschichtet mit Agar, 5 Tage alt,
bei 23° geziichtet. Natiirliche GrofSe.

Bac. putrificus (Stamm Kral). Ausliufer ciner 2 Tage alten
Oberflichenkolonic, geziichtet auf gewohnlichem Schmgag'u im
Reagenzglas iiber Pyrogallol. 25 fach.

Bac. postumus. Fadenbildung. Leberbouillon iiber yrogallol,
3 Tage alt. Gramsche Farbung. 1000fach.

Bac. postumus. Kornelung des Zelleibes. Leberbouillon, 3 Tage
iber Pyrogallol bei 37° 4 Tage unter Luftzutritt bei Zimmer-
temperatur gestanden. Gramsche Farbung. 1000 fach.

Bac. putrificus und Bac. postumus in Mischkultur. Leber-
bouillon mit Leberstiickchen, 4 Tage alt, filtriert und zentrifugiert.
Gramsche Firbung. 1000fach. .

Bac. postumus. GeiBelfdrbung nach Zettnow. 1000 fach.
Bac. postumus. Verschiedene Typen der Sporenbildung (rund,
oval etc.). Leberbouillon iiber Pyrogallol, 3 Tage alt. Gramsche
Fiarbung. 1000 fach.

Bac. postumus. UnregelmiBige bporenblldung Leberbouillon
iiber Pyrogallol, 3 Tage alt. Gramsche Firbung. 1000fach.
Bac. postumus. i-punktihnliches Gebilde. Leberbouillon iiber
Pyrogallol, 3 Tage alt. Gramsche Firbung. 1000 fach.

Bac. botulinus. Kolonie in Leberbouillonagar in doppelter
Schicht unter Glimmer, 2 Tage alt, bei 23° geziichtet. 30fach.
Bac. botulinus. Leberbouillon mit Leberstiickchen, 2 Tage alt,
bei 23 ° geziichtet, filtriert, zentrifugiert und mit 1°/,igem Formalin-
wasser gewaschen. Gramsche Firbung. 1000fach.

Bac. botulinus. Sporenbildung. Leberbouillon mit Leberstiick-
chen, 5 Tage alt, bei 23° geziichtet, filtriert, zentrifugiert und mit
1°/,igem Formalinwasser gewaschen. G ramsche Féirbung. 1000fach.
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