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Einleitung.

Vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der
Frage, ob die aus verschiedenen faulenden Substraten
geziichteten Bakterien der Proteusgruppe in biolo-
gischer Hinsicht Unterschiede aufweisen und welcher
Natur dieselben sind. Unsere Kenntnis von den
Erregern der Faulnis in eiweiBhaltigen  Stotfen
stammt von Hauser, der im Jalre 1885 in sciner
Klassischen Arbeit , {Tber Fiulnishakterien und deren
Beziehung zur Septikiumic® drei Bakterien beschreibt,
welche er regelmiBig in faulenden Substanzen fand
und die er wegen ihrer wechselnden Gestalt |, P’ro-
teen® nannte. Huuser unterschied einen Proteus
vulgaris, Pr. mirabilis and einen P. Zenkeri.

Da mir die Orginalarbeit Hausers nicht zur
Vertiigung stand, so migen an dieser Stelle einige
fiir die Charakteristik der Gruppe wichtige Angaben
aus dem Lehrbuch iiber Mikroorganismen von Fliigge
(2. Auflage 1886) angefithrt werden.

Fligge fithrt an, daB die von Hauser in faulen-

den Substanzen gefundenen 3 Bakterienarten neben




6

vielen gemeinsamen Charakteren einige konstante
Differenzen zeigten.

Im wesentlichen charakterisieren sich diese 3
Bakterienarten wie folgt.

Proteus vulgaris: '

Bald sehr kurze, nahezu kugelige Stibchen, bald
Stibchen von 1,25—3,75 ¢ Liinge, bald Faden. Die
hitnfig auftretenden Fadenschlingelungen sind nicht
als konstanter Wachstumstypus zu betrachten.

Die Stabchen sind lebhaft beweglicl.

Thr Wachstum in 6 %,iger Gelatine ist besonders
charakterisiert durch zungenformige Ausliufer, die
von dem die Verfliissigungsschale umgebenden Vege-
tationsgiirtel ausgehen. Idiese Fortsiitze befinden
sich in Bewegung, losen sich allmiihlich ab und bilden
so isolierte Kolonien, die sich in der verflisssigten
Gelatine frei bewegen, Frwihnt wird der iible Ge-
ruch der Gelatine und ihre stark alkalische Realktion.

Was die Pathogenitiit anbetrifft, so hatten kleine
Dosen keinérlei Effekt; grifere erzeugten oft Ab-
scesse an der Injektionsstelle; groBe Mengen subcutan
oder intravends appliziert riefen bei Kaninchen und
Meerschweinchen toxische Erscheinungen hervor.
Durch Thoncylinder filtrierte Kulturen hatten die
gleiche pathogene Wirkung,

Proteus mirabilis (Hauser):

Stibchen von 0,6 « Breite und sehr verschiedener
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Lange. Vom vorigen unterschieden durch das viel
hitutigere Vorkommen von Involutionsformen. Ferner
wird die Gelatine viel langsamer verfliissigt als bei
Proteus vulgaris.

Proteus Zenkeri:

Bazillen von 0,4 g« Breite und im Mittel 1,65 &
Liinge, teils mehr rundliche, teils lingliche Formen.

Die Gelatine wird nicht verfliissigt und es kommt
auch zu keiner stirkern Entwicklung von Geruch;
Fleischbrithe wird dagegen unter starkem Geeruch
zersetzt,

Soweit in Kize die Angaben von Fliigge.

Neben Hauser haben sich vornehmlich die Ita-
liener Foh, Bonowe, Bordone-Uffreduzzi und Carbone,
aber auch eine grifere Anzahl deutscher und franzo-
cischer Forscher wit dem Studiwm der Proteus-
bakterien beschiftigt. 1n Nachstehendem gebe ich
cine gedriingte Zusammenstellung der fiir diese Ar-
beit in Betracht kommenden Iiteratur. Ich habe
dieselbe aus Guriinden der ZaweckmiBigkeit nach
folgenden Gesichtspunkten geordnet:

A) Vorkommen,

B) Morphologie,

() Biologisches Verhalten (Beweglichkeit, Wachs-
tumsverhiltnisse, chemische Rigenschaften).

D) Immunitét.
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A) Vorkommen,

Proteushazillen wurden gefunden: bei Fiulnis-
prozessen (Zentralblatt Bd. IX, Seite 57); bei
Fleischvergiftung (dasselbe XV, Seite 314), bei
Leichenfiulnis (dasselbe XT, 567). Kuhn stellt in
letztcitierter Arbeit fest, daB Proteus vulgaris und
Zenkeri als die wesentlichsten Erreger der Leichen-
fiulnis anzusehen seienj; bei der typischen Leichen-
taulnis scheint der sowohl airob als auch anairob
wachsende Proteus vulgaris im Vordergrund zu stehen.
Weiterhin ist die Anwesenheit von Proteusbakterien
konstatiert worden in Sputum (dasselbe 1X. 568), in
faulender Hefe (dasselbe XVII, 471), in Leltungs-
wasser (dasselbe IX, 881), in der Luft (X1, 632),
im Staub (dasselbe X1, 601).

In sciner Arbeit: ,Studien iiber verdorbenc Ge-
miisekonserven® (Archiv fiir Hygiene Band 5.4, 1905)
stellt J. Belser fest, daB Erbsen- und Bohnenbriihen
einen sehr giinstigen Nihrboden fiir Proteus vulgaris
bilden. Der Eintritt der Fiiulnis hiingt nach Ver-
fasser von hinreichender Feuchtigkeit, geniigendecr
Wirme und der Gegenwart von Mikroben oder
deren Fermenten ab.

Foa und Bonome isolierten aus den Organen
eines getiteten gesunden Fisches, der 24 Stunden
bei 25° C aufbewahrt wurde, Protous vulgaris in




— 9 —

Reinkultur (Baumgartens Jahresberichte, I11, 1887),
Seite 307).

Bordone-Uffreduzzi wiesen in menschlichen und
tierischen Kadavern 12—24 Stunden nach erfolgtem
Tode im Blute und in den Kérpersiften Proteus
vulgaris nach (Baumgarten V, 1889, Seite 384).

Doléris und Bourges fanden in fotidem para-
metrischem Eiter neben Streptokokken auch Proteus
vulgaris (Baumgarten VIII, 1892, Seite 25).

Boyce und Herdmann konstatierten im Magen
von Austern Proteus in grofer Zahl (Baumgarten
X1IT, 1896, Seite 785).

Wyss stellte Proteus vulgaris als Ursache einer
Tischseuche im Ziiricher See fest (Baumgarten X1V,
1898, Seite 610).

Silberschmidt fand Troteus vulgaris in einer
Fleischwurst, deren Genuf schwere Erkrankungen,
2. I Todesfille hervorgerufen hatte (Zeitschrift fiir
Hygiene Band 30, Seite 336).

Wescnberg hat Proteus aus Ileisch isoliert
(Zeitschrift fiiv Hygiene, Band 28, Seite 491).

Ptuhl stellte in einer Rinderwurst, nach deren
Genub 81 Soldaten in Hannover an Brechdurch-
fall erkrankten, Proteus in grofer Menge fest (Zicit-
schrift fiir Hygiene, Band 34, Seite 265).

Ulrich fand Proteusbakterien in rohem Fisch-
fleisch *schon bei gewdhnlicher Temperatur.
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Im gekochten Fischfleisch vermehrt sich Proteus
rasch und bedingt friih eintretende Fiulniserschei-
nungen. (Zeitschrift fiir Hygiene, Band 53, Seite
192). .
Curschmann fand im Stubl eines durch GenuB
von gekochtem ,Dirrfleisch¢ Erkrankten Bact. Pro-
teus in grofer Menge.

(Zeitschrift fir Hygiene, Band 55, Seite 297).

B) Morphologie.

Rodet gibt an, daB dic Proteusbakterien morpho-
logisch die gréBten Unterschiede zeigen (sehr lange
Stibchen bis Kokken) und daf dieses im allgemeinen
bei jeder Art der Fall ist. (Centralblatt fiir Bakt.
Band 18, Seite 499).

Messéa fithrt an, daf die Proteusbakterien auBer-
ordentlich zahlreiche Geifeln (60—100) besitzen,
die dem  einzelnen Stibchen das Aussehen eines
»Federbartes® geben.  (Baumgarten VII, 1891,
Seite 344, Centralblatt tiir Bakt. IX, Seite 106).

C) Biologisches Verhalten.

1. Bewegungsfiihigkeit:
Fliigge fand viele der Stibchen in lebhafter Be-
wegung  (Fliigge, Mikroorganismen).
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2. Wachstum:

Im allgemeinen sind alle eiweiBhaltigen Substrate
fiir das Wachstum der Proteusbakterien sehr giinstig.

Das Wachstum der Proteusbakterien auf den
verschiedenen Nihrbiéden wird von Lehmann und
Neumann (Lehrbuch der Bakterien) wie folgt be-
schrieben:

Auf Schriigagar bilden sie schleierartige, diinn
durchscheinende, saftig glinzende Beliige, mit stark
getriibtemmn  Kondenswasser und  gelblich - weilem
Bodensatz. _

Die Agarstichkultur ist uncharakteristisch, faden-
formig, die Auflage grau, schleimig, saftig, durch-
scheinend. ,

Auf Kartoffeln entwickeln sie sich sehr spirlich.
Milch koaguliert nach 2—3 Tagen, wird aber spiter
wieder verfliissigt.

Gelatine: Siehe Fligge, Mikroorganismen, eben-
so Bouillon.

Beziiglich des Zusatzes von Kupfersulfat m
Nihrboden mogen hier cinige Angaben folgen, die
fir meine eigenen Versuche mit Cu S O, von
Wichtigkeit sind.

Lehmann fand, daB die gribte Cu-Menge, die
man den Nahrungsmitteln zusetzen kann, ohme daf
diesclben durch den spezifisch toxischen Cu-Ge-

schmack ungenieBbar werden, folgende Grenze hat:
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In 300 ccm Suppe 20 mgr.; in 1 Liter Wein, der
in einem KupfergefiBe stand, 50 mer.; in 50 ccm
Essig, der ebenfalls in einem Kupfergefife stand
10 mgr.; in 50 gr. Fett, das zum Braten diente
5 mgr.; in 200 gr. sehr stark gekupferter griiner
Erbsen 50 mgr.; in 500 gr. stark kupferhaltigen
Bratens 60 mgr. (Centralblatt fiir Bakteriologic
Band XVIII, 1007, 199).

J. Belser fiihrt an, daf, um das frische Aus-
schen, welches die griinen Gemiise beim Kochen
verlicren, wieder herzustellen, dem Kochwasser eine
geringe Menge Kupfersulfut zugesetzt wird.

Weiterhin erwihnt er dic Angaben von Tschirch,

daf auf 60—70 Kilogramm G emiise 80— 70 Gramm
Kupfersulfat und 100 Liter Wasser verwendet werden
und daf sich bei Kupferanwesenheit das brillant-
grime Kupfersalz der Phyllocyaninsiure (Cy, H,.
N; 0)) ,Cu bildet, welches hauptsiichlich die Er-
haltung der griimen Farbe bedingt.
‘ Verfasser bespricht die Ursache der Darmstidter
Bohnenvergiftung und bemerkt, dad Landmann dem
Bueillus botulinus die Schuld beimiBt, wihrend die
Konservenzeitung (1904, Nr. 6, 7 und 8) Proteus
valgaris und mirabilis verantwortlich macht. (Archiv
fiir Hygiene Band 34, 1905, Seite 107).

3) Chemische Figenschaften:

a) Vergirung:von Zucker.




Tber das Verhalten der Proteen in zucker-
haltigen Nihrboden gibt Weber an, dafi von seinen
3 Stimmen (einer aus perityphlitischem Eiter, zwei
aus Hackfleisch geziichtet), ein Stamm Rohir- und
Traubenzucker in Bouillon vergirte, wiahrend der
andere Stamm nur Traubenzucker und der letzte
keine Zuckerarten zu vergiiren im Stande war. Bei
weiterer Ziichtungsart exwarben die letzteren Stimme
die gleiche Giirfihigkeit wie der erste Stamm. '(Banm-
garten, Jahresberichte, Band X1X, 1903, Beite 545).

F. Kuhn stellte fest, daf Proteus vulgaris bei
Gegenwart von Traubenzucker Eiweilkorper nicht
angreift. Er zersetzt nur den Zucker und bildet
daraus eine Saurc,- um selbst in kurzer Zeit zu
Grunde zu gehen. Tn mehr concentrierten Zucker-
losungen (bis 50%) vermehrt sich Proteus sehr
langsam, lebt aber auch darin viel linger.

Dieses Verhalten scheint durch viel geringere
Siurebildung bedingt zu scin. Zuckerhaltige Grelatine
wird langsam bezw. gar nicht verfliissigt. In Milch
ruft Proteus keinen Gestank, sondern einen ange-
nehmen, rahmkiseartigen Geruch hervor. Die Mileh
wird dabei dick und reagiert sauer. (Centralblatt
fiir Bakt. XTI, Scite 568).

Tm Centralblatt fiir Bakt. XTIV, Seite 866 findet
sich eine Angabe, dafl Proteus vulgara e Milch-

AR
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zuckergiarung hervorruft.
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Lehmann und Neumann machen in ihrem T.ehr-
buch (pag. 281) iiber die Gasbildung folgende An-
gaben: ,,Gas- und Siurebildung aus Kohlehydraten:
Bildet aus Traubenzucker reichlich Gas, nach Th.
Smith aus Rohrzucker noch mehr, aus Milchzucker
nicht. Nach Smith besteht das Gas 1/, aus C O,,
w2 %[y aus H,. Auf Zuckernihrbiden fehlt jeder
Féulnisgeruch.“

b) Indolbildung:

Weber fand bei weiterer Untersuchung seiner
oben erwihnten 3 Stiimme, daB Stamm A nur N itrit,
Stamm C nur Indol, Stamm B weder das eine noch
das anderc bildete. (Baumgarten, XIX, 1903,
Seite 545).

Lehmann und Neumann (Seite 281) bezeichnen
die H, 8- und Indolbildung als reichlich.

F. A. Steensma fand auf Grund spektralana-
lytischer Untersuchungen, da8 der Proteus vulgaris
kein Indolbildner sei. (Centralblatt fiir Bakt. XTI,
Seite 296).

c¢) Bildung stickstoffhaltiger Basen.

Carbone fand, daf in iltern, auf sterilisiertem
Fleisch geziichteten Kulturen von Proteus vulgaris
neben Aethylen, Aethylendiamin, Gadinin und
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Trimethylamin auch Cholin in reichlicher Menge
gebildet wird. (Baumgarten VI, 1890, BSeite 397).

d) Schwefelwasserstoff bildung.

Zum Nachweis von H, S benutzte Stagnitta-
Balistreri die von Fromme angegebene Eisengelatine
(Zusatz von Eisensaccharat oder weinsaurem oder
essigsaurem Hisen) zu gewdhnlicher Nihrgelatine.
Unter simtlichen zur Untersuchung gelangten Bak-
terienarten ergab Proteus vulgaris hierbei die stirkste
Reaktion. (Baumgarten IX, 1893, Seite 428, ferner:
Centralblatt fiir Bakt. XI1I, Seite 756).

e) Beziehungen zur ammoninkalischen Harnzer-
setzung:

Brodmeyer wies nach, daB Proteus vulgaris ein
energischer Harnstoffzersetzer -ist. (Centralblatt fiir
Bakt. XVIIL, Seite 380, ferner Baumgarten XI,
1895, Seite 429).

f) Einflu von Kohlensiure und Leuchtgas:

Die im Soda- uud Selterswasser befindliche
Kohlensiure, ebenso Leuchtgas, sollen fiir Proteus
nicht wachstumshemmend sein. (Centralblatt fiir
Bakt. IX, Seite 111 und VIII, Seite 24).

g) Entwicklungshemmend wirken nach Claudio
Fermi folgende Stoffe:

Salzsiure in 10, —H— und 2 %,iger, Borsiure

in 4 %,iger, Milch-, Citronen-, Wein-, Oxalsiure in
L ot =) ? ) ’ b
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10 %,iger Losung, ferner Normalalkali. (Central-
blatt fir Bakt. XXIII, Seite 212).

D) Immunitit.

Foa und Bonome gelang es, durch Verimpfung
sterilisierter ‘oder durch Filtration bakterienfrei ge-
machter Kulturen von Proteus vulgaris (Hauser)
Kaninchen gegen die Einwirkung virulenter Kulturen
des Proteus capsulatus immun zu machen und
umgekehrt. (Baumgarten, Jahresberichte TV, 1888).

Dieselben TForscher erzielten durch Injektion
eines Gemisches von Cholin und Neurin bei Kanin-
chen Unempfinglichkeit gegen die Wirkung von
Proteus vulgaris. (Baumgarten VI, 1890, Seite 397).

Ferner konnten die Autoren vermittelst intra-
vendser Injektion von Blut, das von Kaninchen
stammte, welche einer Infektion mit Proteus valgaris
erlegen waren, andere Kaninchen gegen die Impfung
mit virulenten Kulturen refraktir machen.

-Derselbe Erfolg trat ein, wenn statt des Blutes
filtrierte Kulturen benutzt wurden. (Centralblatt fiir
Bakt. V, Seite 806; Zeitschrift fiir Hygiene V. 1889).

Carbone injizierte Tiere mit den unter ¢ (Bildung
stickstoffhaltiger Basen) erwiihnten Basen und er-
reichte dadurch Immunitit gegen Proteus vulgaris.
(Baumgarten VI, 1890, Seite 397).
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Klein fand, daB durch Injektion geringer Mengen
gekochter Bouillonkulturen von Proteus vulgaris
Meerschweinchen, welche mit virulentem Proteus
vulgaris infiziert waren, vollig immun gegen dieses
Bakterium wurden. (Baumgarten IX,1893,Seite 428.)

‘Weber fand, daB bei seinen erwihnten 3 Stimmen
den schirfsten Unterschied die Agglutinationsprobe
ergab: Immunserum (Hund) von A agglutinierte
in stirkerer Verdiinnung nur diesen Stamm, ebenso
agglutinierte das von B und C gewonnene Serum nur
den betreffenden Stamm. Weber schlieBt daraus,
daB Proteus vulgaris keine einheitliche Art darstelle,
sondern eine Gruppe von Bakterien, wie Bakt. coli.
(Baumgarten XIX, 1903, -Seite 545).

Pfaundler gibt an, daB bei bestehender fieber-
hafter Proteusbacillose die Mischung des Blutserums
des Kranken mit ciner Proteusemulsion das Phiinomen
der Fadenbildung ergibt, wihrend in nicht fieber-
haften Fallen bei der gleichen Versuchsanordnung
Agglutinationserscheinungen auftreten. (Centralblatt
fiir Bakteriologie XXIII, 1898).

S. Wolf kommt in Bezug auf die Proteusbakterien
zu dem Schlufie, daf ,das Blutserum des Proteus
immunen Tieres immer nur gegen die Art agglu-
tinierte, mit der das betreffende Tier immunisiert
war, niemals gegen die andern Stimme* (Central-

blatt fiir Bakt. XXV, 1899, Seite 316.)
2
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In Band IV, Abschnitt XTI des groSen bak-
teriologischen Handbuches von Kolle und Wasser-
mann schreibt Paltauf iber Agglutination der Proteus-
bakterien auf Seite 709: ,, Wolf zeigte fiir Proteus ein
ganz dhnliches Verhalten der Agglutination, wie selbe
bei Bac. coli besteht, womit eine allgemeine Sero-
diagnose fiir Zugehorigkeit der Art oder fiir Krank-
heitsdiagnose ausgeschlossen wiire, . . . . “

Nach Rodella wiren unter der Bezeichnung
Proteus verschiedene Arten zusammengefallt, daher
die verschiedenen Agglutinationsverhiltnisse.

Im Nachstehenden gehe ich zu meinen eigenen
Untersuchungen iiber. Wie schon eingangs erwihnt,
sollten dabei die aus verschiedenen faulenden Sub-
straten geziichteten Proteusstiimme hinsichtlich ihres
biologischen Verhaltens niher studiert und nach

gefundenen Merkmalen klassifiziert werden.




Spezieller Teil.

Zur Gewinnung von Proteusbakterien setzte ich
nachstehende Substrate der Fhulnis aus.

A) Fleisch von Siungetieren:

1. Hundeleber, 2. Kaninchenlunge, 3. Kalbfleisch.

B) Taubenfleisch. ’

C) Fleisch von Fischen:

1. Seefisch, 2. Forelle, 3. Flufbarsch (perca flu-
viatilis).

D) Miesmuschel (Mytilus edulus).

E) Wurstwaren:

1. Fleisch- und 2. Leberwurst.

F) Sog. Romatourkise.

) Gemiisekonserven:

1.. Gelbe Erbsen, 2.Griine FErbsen, 3. Gelbe
Bohnen, 4. sog. Brockelerbsen, 5. Gelbe Riiben, 6.
Artischocken.

H) 2 Sputa.

Es scheint mir nicht unwesentlich zu sein, im
Nachstehenden einige Angaben iiber den Ursprung
und den Zustand des von mir benutzten Materials
vorauszuschicken.

Fleisch von Siugetieren, wie Hundeleber und
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Kaninchenlunge, beschaffte ich mir im hiesigen
bakteriologischen Institut, Kalbfleisch in einer hiesigen
Schlichterei.

Taubenfleisch erhielt ich aus dem hiesigen zoolo-
gischen Institut.

Fischfleisch, wie Seefisch und Forelle, entstammten
Berner Restaurants, FluBbarsch kam aus dem zoolo-
gischen Institut.

Miesmuscheln bezog ich ebenfalls aus dem gleichen
Institut, .

Samtliche Fleischsubstrate waren ungekocht und
in frischem Zustand.

Die Wurstwaren bezog ich aus einer hiesigen
Waursterei, etwa Anfang Juli bei groBer Hitze und
bemerkte sofort an beiden Wiirsten einen leichten
Fiulnisgeruch; nach etwa 20stindiger Aufbewah-
rung bei Zimmertemperatur steigerte sich der Ge-
ruch zur Unertriglichkeit.

Den Romatourkiise (in Siidwest-Deutschland auch
Elsiisserkiise genannt) erhielt ich in einer Berner
Delikatesshandlung; er war fast weich, ziahflilssig
und roch stark.

Gemiisekonserven bezog ich simtlich aus der
Konservenfabrik Devant les ponts bei Metz in
Lothringen und zwar verlangte ich sog. ,,bombierte“
Riichsen, d. h. solche mit konvexen Deckeln. Diese
Erscheinung 18t stets mit Sicherheit daraut schliefen,
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daB der Inhalt der Biichse nicht geniigend sterilisiert
war und unter starker Gasbildung in Zersetzung
begriffen ist. Samtlichen Biichsen entstrdmte beim
Erioffnen unter starkem Druck Gas und Flifig-
keit; wihrend den aus den Biichsen mit gelben Riiben,
Spargeln und Artischocken entweichenden Gasen
keinerlei unangenehmer insbesondere widriger Ge-
ruch anhaftete, verbreiteten hingegen KErbsen und
Bohnen einen penetranten Gestank nach Indol und
Schwefelwasserstoff.

Samtliche Gemiisekonserven sahen im iibrigen
normal aus.

Die Sputa entstammten der Berner medizinischen
Klinik und wurden mir von Herrn Dr. Tomarkin,
dem damaligen Leiter der Untersuchungsstation des
bakteriologischen Institutes, iibergeben, da er darin

Proteus vulgaris nachweisen konnte.

TI. Vorbereitung der Substrate.

Um das Material zur Fiulnis zu bringen, wurden
die einzelnen Substrate in kleine offene Petrischalen
verteilt, dieselben in eine feuchte Kammer — eine
Koch’sche Schale mit angefeuchtetem Filtrierpapier
in mehrfacher T.age am Boden — eingeschlossen
und bei Bruttemperatur aufbewahrt.

Das Taubenfleisch wurde direkt in einer zuge-
deckten Petrischale exponiert.
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Die Vorbereitung der Gemiisekonserven geschah
in gleicher Weisc wie bei den Fleischproben, nur
wurde hier von denjenigen Biichsen, die schon beim
Ertffnen einen unangenehmen fiulnisartigen Geruch
verbreiteten, sofort eine Verimpfung auf verschiedene
Nibrbéden vorgenommen.

Einige Fleisch- und Gemiiseproben"setzte ich zum

Teilin den Tierstillen, zum Teilin einer Waschkiiche aus.
 Diese simtlichen Proben mit Ausnahme einer
Kalbfleischprobe, die sich in der Waschkiiche befand,
waren bald von dichtem Schimmelpilzrasen iiber-
wuchert und konnten nicht weiter benutzt ‘werden.
Einzig die Kalbfleischprobe zeigte typische Fleisch-
faulnis, was vielleicht dem Umstand zuzuschreiben
ist, daB in dem betreffenden Raume eine sehr feuchte
warme Luft herrschte, die die Faulnis wohl be-
gunstigte. So soll nach Baltzer auf Gletschern des-
halb keine Kadaverfiulnis eintreten, weil die Luft-
feuchtigkeit vom Gletschereis absorbiert wird.

Fleisch- und Leberwurst und Romatourkiise wurden
in der feuchten Kammer bei gewéhnlicher Temperatur
(etwa 25° Réaumur) ausgesetat.

IIL. Mikroskopische Untersuchung der
Substrate vor der Faulnis.
Da die Substrate unter A, B und C (Fleisch
von Siugetieren, .Taube und Fischen) frisch waren
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und das Substrat D (Miesmuschel) im lebenden Zu-
stande erhalten war, so wurde von einer mikros-
kopischen Voruntersuchung abgesehen.

In den beiden erwihnten Sputis fanden sich
mikroskopisch grampositive Stibchen.

Ebenso ergaben Ausstrichpriparate der beiden
Wurstproben neben zahlreichen Kokken einige gram-
tirbbare Stabchen. Im Romatourkise konnten vor
der Fiulnis keine Stibchen, sondern ausschlieBlich
Kokken konstatiert werden.

~ Die Gemiisekonserven verhielten sich wie folgt:

Die iibelriechenden Sorten (Erbsen und Bohnen)
zeigten neben einer groBen Anzahl Kokken ver-
einzelte grampositive Stibchen.

Die Spargel-Artischocken- und gelbe Riiben-
biichsen enthielten nur Xokken in grofier Menge,
jedoch keine Stiabchen.

IV. Beschaffenheit der Priparate wiahrend

der Faulnis.

Etwa 24 Stunden nach der Faulniseinwirkung
verbreiteten die Fleischproben typischen Fiulnisge-
ruch, nach weitern 24—30 Stunden ging die natiir-
liche Fleischfarbe nach und nach in ein schmutziges
Grau iiber. Die Oberfliche wurde nach einigen
Tagen (es bezieht sich dies hauptsichlich auf die
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Proben im Brutschrank) breiartig weich; diese Auf-
weichung ergriff immer tiefere (Gewebeschichten, bis
nach 3 —4 Wochen in den Schilchen nur noch eine
schmutzige, iibelriechende FliiSigkeit vorhanden war.
Ahnliches Verhalten zeigte die Kiseprobe. Die
Miesmuschel wurde unter gleichen Erscheinungen
in ¢twa 1—11/, Wochen zerstort, Wesentlich anders
verhielten sich die Gemiisekonserven, indem Form
und Farbe wenig verindert wurden und die ein-
getretene Fiulnis sich blof durch den Gestank verriet.

Die Fleischwurst wurde nach zweimal 24 Stunden
grau und roch penetrant, wihrend die Leberwurst
sich #uflerlich wenig verinderte. Es sei hier vor-
ausgeschickt, daf beide Wurstproben nach 24 stiin-
diger Einwirkung der Fiulnis beinahe Reinkulturen
von Proteus vulgaris lieferten. Die beiden Sputa
wurden ohne weitere Vorbereitung sofort zu Kultur-
zwecken benutzt.

V. Methode der Reinziichtung.

" Die Reinziichtung der Bakterien aus den faulenden
Substanzen geschah in folgender Weise:

Gleich nach Auftreten des Faulnisgeruches wurde
von dem Material eine Probe entnommen, in Niihr-
bouillon iibertragen, 10—15 Minuten kraftig geschiit-
telt und mit der-Aufschwemmung eine grifere An-
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zahl Agarplatten nach dem Verdiinnungsprinzip be-
schickt. Nach eingetretenem Wachstum wurden !
jsolierte Kolonien abgestochen und falls sie mikros-

kopisch Stibchen zeigten, in weitern Verdiinnungen

auf Agar und in Gelatine verimpft.

Ergab sich am Schlusse eine Reinkultur gram-
positiver Stibchen, die die Gelatine verfliissigten und
in Bouillon Tritbung und fauligen Geruch verur-
sachten, so wurde dieselbe als Proteus betrachtet.

Nach dieser Methode gelang es mir, aus den
beiden Sputis, der Fleisch- und Leberwurst in relativ
kurzer Zeit Reinkulturen von Proteus zu erzielen,
wihrend bei den andern Materialien dieses Verfahren
nicht zum Ziele fithrte und deshalb etwas modifiziert
werden muBbte. Diese Modifikation bestand darin,
daB von den Agarkulturen, die vermittelst der
Schiittelbouillon gewonnen waren, zuniichst Aus-
striche auf Gelatineplatten vorgenommen wurden, um
nach stattgefundener Entwicklung die aufgegangenen
verfliissigenden Kolonien auf Schriigagar zu iiber-
tragen.

Vermittelst dieses Verfahrens gelang es mir, auch

von diesen Substanzen in verhiltnismifig kurzer

Zeit Reinkulturen von Proteus zu erhalten.
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VI. Das Vorkommen von Proteus und andern
Fiulnisbakterien in den faulenden
Substraten.

Die Fleichsubstrate ‘ergaben in den ersten Tagen
der Fiulnis an ihrer Oberfliche eine reichliche Aus-
beute an Proteen. Bei zunehmender Fiulnis iiber-
wogen jedoch an der Oberfliche die Kokken, wihrend
in tiefern Schichten vorwiegend Stibchenbakterien
festgestellt werden konnten. Das li8t darauf schlieBen,
daB die Proteen bei dem Faulnisvorgang von der
Oberfliche nach dem Innern vordringen.

In der oben erwithnten resistierenden schmutzig-
grauen Flissigkeit waren Proteen nicht mehr nach-
zuweisern.

Gemiise-Substrate.

Nach dem Offnen der Erbsen- und Bohnenbiichsen
wurden sofort Grelatinestichkulturen angelegt, da der
widrige Geruch intensive Fiulnis verriet. Fs trat
denn auch. Verfliissigung der Kulturen ein, auch ver-
breiteten sie nach einigen Tagen einen typischen
Fﬁulnisgeruch. Nach zweitigiger Einwirkung der -
feuchten Wirme im Brutschrank wurden aus diesem
Material nach oben beschriebenem Ziichtungsverfahren
Reinkulturen von Proteus erzielt.

Wesentlichanders verhieltensich dagegen Spargeln,
Artischocken und gelbe Riiben. Die Spargeln ver-




breiteten beim Offnen der Biichse einen starken
Greruch nach Asparaginsiure, was als ein Zeichen
der Zersetzung zu betrachten ist. Asparaginsiure
tritt bekanntlich nach Spargelgenuf im menschlichen
Harn in reichlicher Menge auf und kann schon durch
den (Greruch nachgewiesen werden.

‘Weder von Spargeln, noch von den Anrtischocken-
substraten konnten Proteen geziichtet werden; selbst
reichliche Aussaat von Proteus ging auf diesen Sub-
straten in kurzer Zeit zu Grunde.

Wahrscheinlich beruht diese Erscheinung, neben
der Einwirkung der Asparaginsiure an sich, noch auf
dem Umstande, daB mit der Bildung dieser Saure als
Spaltungsprodukt der Eiweifkorper den Bakterien
zugleich der wichtigste Nabrungsstoff entzogen wird.
(Siehe Bernthsen, Lehrbuch der organischen Che-
mie, 8. Auflage, Seite 254).

Dasselbe Verhalten zeigten auch die Artischocken-
‘substrate. Dagegen lief sich auf den gelben Riiben
nach zweitigigem Aufenthalt in der feuchten Kammer
Proteus, wenn auch nur in geringer Menge, nach-
weisen, wihrend dieser Nachweis sofort nach dem
Offnen der bombierten Biichsen nicht gelang.

Die Gewinnung von Proteus-Reinkulturen aus
gelben Riiben bot die groBten Schwierigkieten, da
keine Verfliissigungszentren auf den mit Schiittel-

bouillon geimpften Gelatineplatten auftraten; erst als
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das Substrat divekt auf die Platten verimpft wurde,
zeigten sich wenig umfangreiche Verfliissigungsstellen
in geringer Zahl. Nach etwa 48 stiindigem Wachs-
tum konnte hieraus die Reinziichtung von Agarkultur
ohne erhebliche Schwierigkeiten bewerkstelligt werden.
Dieser Teil meiner Untersuchungen hat ergeben,
daf in allen Substraten nur eine Art von Bazillen
nachzuweisen war, nimlich grampositive Stibchen
von 3—4 p Liinge, die die Gelatine stark verfliissigten
und unter Fiulnisgeruch zersetzten und dic in der
Nihrbouillon intensive Triibung hervorriefen.
Neben diesen Stibchen waren nur Kokken an-
zutreffen. Als die giinstigsten Substrate fiir diese
Stabchen erwiesen sich die verschiedenen Fleisch-
und Wurstsorten, sowie die Miesmuschel, weiterhin
kommen die Kiseprobe und die Sputa in Betracht.
Am ungeeignetsten waren die Gemiiseproben und
zwar in der Reihenfolge Erbsen, Bohnen, gelbe Riiben.
Spargeln und Artischocken versagten vollstindig.

VIL Die biologischen Eigenschaften der von
den verschiedenen Substraten gewonnenen
Faulniserreger.

Nach den Ausfiihrungen in Abschnitt VI kam

nur eine Art von Fiulniserregern in Betracht und

es war zu entscheiden, ob es sich dabei um Proteus
vulgaris, Pr. Zenkeri oder Pr. mirabilis handelte.
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Die Priifung der von den verschiedenen Sub-
stanzen erhaltenen Reinstimme erstreckte sich auf
folgende Momente.

a) Mikroskopische Untersuchung.

Farbbarkeit (Methylenblau, Carbolfuchsin, Gram,
Neifler).

Beweglichkeit, Wachstum auf Agar (Stich und
Platte) auf Gelatine (Stich und Platte) in Nihr-
bouillon, in Milch, auf Kartoffeln, auf Drygalski-
Endo- Curcuma- und Methylorangeagar (Stich und
Platten), und in Curcuma- und Methylorange-
bouillon.

b) Chemisches Verhalten.

Gasbildung in zuckerhaltigen Nahrsubstraten.

Priifung auf N-haltige Spaltungsprodukte.

Indolbildung.

Reaktion der Gelatine- und Bouillonkulturen.

Untersuchung aufSalpetersiure mit Diphenylamin.

¢) Wachstum der Reinstimme auf Agarplatten,
welche I'nit'Kupfersulfat versetzt wurden.

- d) Tierversuche (Immunitit).

¢) Anhang: Einwirkung der Bakterien der Proteus-

und Coligruppe auf Methylorange.

A) Mikroskopische Untersuchungen.

a) Methylenblaufiarbung: 1. Junge (24 Stunden
alte) Kulturen bildeten stets lange, sich kreuzende
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Ketten und Fiden, welche manchmal knduelartig
verschlungen waren. 24 Tage alte Kulturen
boten stets ein wesentlich anderes Bild, indem an-
statt der Ketten lauter einzelne Stibchen von durch-
schnittlich 83—4 x Linge vorhanden waren.

2—3 Wochen alte Kulturen zeigten mit Methylen-
blau gefirbt allerlei Involutionsformen, meistenteils
hatten die Bakterien unférmliche Verdickungen an
beiden Enden oder sie boten auch auffillige Kriim-
mungen dar; einen Monat alte und noch altere Kulturen
zeigten deutlichen Zerfall in kokkenartige Gebilde.
Uber ihre Regenerationsfihigkeit bei ﬁbertmgung
auf frische Nihrbiden wird spéter berichtet werden.

b) Farbungen mit Carbolfuchsin ergaben dasselbe
Resultat wie mit Methylenblau; da die mikros-
kopischen Untersuchungen mit Methylenblau und
Carbolfuchsin stets gleichzeitig gemacht wurden, sei
hier von jeder Reinkultur das Einzelresultat ange-
geben. .

1. Hundeleber. Meth. blau und Karbolfuchsin:
24 Stunden alte Kulturen: Ketten- und fadenformige,
vielfach kniuelartig verschlungene Bazillen; 2 Tage
alte Kulturen: Einzelstibchen von 3—4 # Linge.

Involutionsformen nicht untersucht,

2. Kaninchenlunge: Dieselben Bilder wie bei der
Hundeleber. R
3. Kalbfleisch wie oben.




4. Fleischwurst wie oben.

Als Involutionsformen ergaben sich stark defor-
mierte Individuen. )
. Leberwurst wie Fleischwurst.
. Forelle: Dasselbe.

. FluBfisch (Barsch): Dasseibe.
. Seefisch: Dasselbe.

. Sputum I: Dasselbe.

10. Sputum II: Dasselbe.
11. Miesmuschel: Dasselbe.
12. Taubenfleisch: Dasselbe.
18. Gelbe Erbsen: Dasselbe.
14. Griine Erbsen: Dasselbe.
15. Gelbe Bohnen: Dasselbe.
16. Gelbe Riiben: Dasselbe.
17. Brockelerben: Dasselbe.
18. Kise: Dasselbe.

¢) Farbungen nach Gram:

@© o -1 O Ot

Siimtliche Reinstimme erwiesen sich bei der
Fiirbung' nach Gram als deutlich positiv; sie
zeigten im Jugend- und vorgeriickteren Stadium die-
selben mikroskopischen Bilder wie bei der direkten
Firbung.

d) Untersuchungen auf Beweglichkeit:

Verwendet wurden stets 18stiindige Kulturen;
zuerst zeigten sich im hiingenden Tropfen bei simt-

lichen Stimmen lange fadenartige Gebilde, die sich
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trige bewegten; nach 1—2 Minuten konnte man
jedoch beobachten, wie diese Fiaden in kiirzere Ab-
schnitte zerﬁele;n, welche sich, wenn auch noch etwas
trige, so doch bedeutend lebhafter bewegten, als
die urspriinglichen Ketten. Diese verkiirzten Fiaden
rissen nach einigen Sekunden wieder ein und nach
3—4 Minuten hatten sie sich in lauter Einzelin-
dividuen aufgeteilt, welche mit lebhaft schlingelnden,
aalartigen Bewegungen im Tropfen umherschwammen.
Innerhalb 5 Minuten trat allmihlich eine Verlang-
samung der Bewegung ein.

Die Entstehung der fadenfoérmigen Gebilde ist viel-
leicht darauf zuriickzufiihren, da8 die Einzelindividuen
im Jugendstadium mit den PolgeiBeln zusammen-
hiingen und auf diese Weise lange Ketten bilden.

e) Als eine fiir Proteus noch nicht angewandte
Firbungsmethode kam die Kornchenfirbung nach
NeiBler hinzu. Nach einigen vergeblichen Versuchen,
die angegebenen Zeiten bei der Fiarbung einzuhalten,
fand ich, da$ eine Vorfarbung von 5—6 Sekunden
mit essigsaurem Methylenblan und eine Vesuvinach-
farbung in der Dauer von 4—b5 Sekunden die besten
Resultate ergaben.

Dabei zeigte sich ferner, daB die Verwendung
einer gewdhnlichen, 50%,igen Essigsiure (in doppelter
Quantitit) statt des Eis-Essigs das Farbungsvermégen
nicht im geriné‘sten beeintrichtigte.
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Resultate der NeiBer'schen Polfirbung:

Stamm : nach NeiBer firbbar (Hundeleber).

:nach Neier farbbar(Kaninchenlunge).
: nach Neifer firbbar (Sputum I).

1
Stamm 2
3

Stamm  4: nach Neifer fiarbbar (Seefisch).
)
6
7

Stamm

Stamm 5: nach NeiBer farbbar (Kalbfleisch).

: nach NeiBer farbbar (Forelle).

: nach Neifer firbbar (Sputum II).
8: nach Neifler farbbar (gelbe Erbsen).

Stamm  9: nach Neifer farbbar (Flufisch).

Stamnm 10: nach Neifler farbbar (Miesmuschel).

Stamm 11: nach NeiBer farbbar (gelbe Erbsen).

Stamm 12: nach NeiBer fiarbbar (gelbe Riibe).

Stamm 13: sehr gﬁt gefirbt (gelbe Bohnen).

Stamm 14: sehr gut gefirbt (griine Erbsen).

Stamm 15: farbbar (Taubenfleich.)

Stamm 16: farbbar (Lieberwurst).

Stamm 17: farbbar (Fleischwurst).

Stamm 18: farbbar (Kise).

Stamm
Stamm

Stamm

Bei Anwendung der iiblichen Zeitdauer von
1—38 Sekunden fiir essigsaures Methylenblau und
4—>5 Sekunden fiir Vesuvin wurde die Methylen-
blaufirbung durch die braune Farbe des Vesuvins
zugedeckt.
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Kontrolle:

Ehe ich zu der speziellen biologischen Priifung
der von mir aus den verschiedenen faulenden Sub-
stanzen gewonnenen Reinstimme iibergehe, wiire
noch die Frage vorerst zu erSrtern, ob es sich dabei
um echte Vertreter der Proteusgruppe handelte.

Zu diesem Zwecke wurde folgender Kontrollver-
such angestellt.

Je ein Stiickchen maéglichst fettfreien Fleisches
wurde in einem Petrischiilchen 30 Minuten lang bei
110° Celsius im gespannten Dampf sterilisiert, nach
dem Erkalten mit den betreffenden Stimmen geimpft
und bei 37° bebriitet. Die weitern Uberimpfungen
geschahen nach iiblichen Prinzipien und ergaben
iiberall typische Vertreter der Proteusgruppe.

Bemerkt sei noch, daB beim Entnehmen der
Proben von den Fleichstiickchen stets darauf geachtet
wurde, die Entnahme moglicht entfernt von der Stelle,
an der der urspriingliche Ausstrich der Kultur sich
befand, zu bewerkstelligen.

B) Kulturelles Verfahren. Priifung der Rein-
' stimme.

a) Schrigagar. 1. Wachstum durchweg sehr

gut; bei Schwemmkulturen (Methode Schottelius)

waren die rasenformigen Belige gleichmibBig, von
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schmutzig weiBer Farbe; Kondenswasser stets
stark getriibt mit Bodensatz, Mit zunehmendem
Alter ging die Farbe der Kulturen in eine graue
iiber; auch die Niahrbtden nahmen eine dunklere
Firbung an, indem das Gelbgrau des sterilen Schriig-
agars in ein Rehbraun iiberging.

2. Auf Agar in Petrischalen breitete sich das
Wachstum in 3 Tagen derart aus, daf die gesamte
Nahrfliche von einer dicken homogenen Schicht
iiberzogen war.

3. Agarstich. Der Stichkanal schmal, nur wenig
veristelt; nach durchschnittlich 3 Tagen bildete sich
um die Einstichstelle ein etwa 1 mm dicker flacher
Belag, wihrend in der Tiefe das Wachstum sehr
gering war.

b) Gelatine. 1) Stich. Bei simmtlichen Stimmen
zeigten sich nach 2 mal 24 Stunden am Einstich
flache Verfliissigungsschalen, wihrend der Stich-
kanal feine Veristelungen anfwies, die durchschnittlich
am Ende desselben linger waren als in der Mitte.

(Siehe Abbildung 1).

Nach weitern 2—3 Tagen bildete sich ein Ver-
flissigungstrichter (siehe Abbildung 2) und nach
6—7 und mehr Tagen hatte die Verfliissigung die
gesamte Gelatine ergriffen (Abbildung 3).

Tn diesem Stadium verbreitete der Nahrboden bei
starker Tritbung einen widerwirtizen Fiulnisgeruch.

. g




2. Gelatineplatten. Hier zeigten sich nach 2 mal
24 Stunden in der Regel etwa 2—5 flache Ver-
fliissigungsstellen von 0,5 em im Durchmesser, welche
sich rasch vergroBerten, so daB nach einer Woche die
Platte vollkommen verfliissigt war und dabei einen
aullerordentlich penetranten Fiiulnisgeruch verbreitete.

I /4

~

¢) Nihrbouillon. Nach 24 Stunden lebhafte
Triibung, dicker, schleimiger Bodensatz und leichter
Fiulnisgeruch, der allmiilig zunahm.

d) Milch. Nach 24 Stunden heginnende, nach
3 mal 24 Stunden vollendete Coagulation.

Die Milchkulturen nahmen eine dunklere Fiirbung
an, die ins gelbliche spielte. Reaktion: schwach

alkalisch.
e) Kartoffel. Hier war durchwegs, wohl wegen
der Eiweifarmut dieses Substrates, das Wachs-
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tum ein sehr spirliches. Der Belag hatte ein schimut-
ziges, grimgraues Ausschen und eine schleimige
Konsistenz.

f) Drygalskiagarplatten.

Thre Herstellung geschah genau nach den im
Lehrbuche von Kolle-Hetsch enthaltenen Angaben
(s. Seite HB3).

Das Wachstumn aller Stianme war uuf diesem
Niihrboden cin ausgezeichnetes, so daf nach 3-
tiigiger Bebriitung  die Platten vollkommen iiber-
wuchert waren. Ein Farbenumschlag fand nicht statt.

g) Fuchsinagarplatten nach Endo waren eben-
alls nach den Angaben des Lelrbuches von Kolle-
Hetsch (s. Seite 564) hergestellt, nur mit der Modi-
fikation, daB statt der vorgeschriebenen  Menge
von 10 cem 19 iger Fuchsinlésung nur H coum
verwendet wurden.

Benutzt man nimlich die  vorgeschriebene
Quantitiit Farbstoff, so dunkeln dic Platten ziem-
lich rasch mnach, was bei Verwendung emer ge-
ringern Menge Farblosung nicht eintritt.

Auch auf diesen Nihrboden lieb die Ent-
wicklung der Stamme nichts zu wimschen iibrig.
Der Farbstoff blieb auch hier vollkommen unver-
andert.

Die Beobachtung und Kontrolle dieser Niihr-

béden erstrekte sich auf einen Zeitraum von 12 Tugen.




b) Neuatralrotagar (i Rotherger, moditiziert von
Scheffler s. Lichrbuch von Kolle-Hetsch, S. 564).

Die Kulturen wurden uls Stich- und Schiittel-

kulturen angelegt. Bei erstern bildete sich um
den Sticheingang cin dichter Belag, withrend die
Schiittelkulturen  weder in  der Tiefe, mnoch auf
der Oberfliche Wachstum ergaben. Da diese Nithr-
bioden vor der Aussant in einem Wasserbad vor-
fliissigt und auf 45° abgekiihlt waren, so ist woll
schwerlich  anzanehmen, da das Ausbleiben des
Wachstums auf Temperaturcinfliissse zurtickzufithren
ist.  Der Favbstotf der Stichkulturen blieb unver-
dndert. Die Kontrollréhrehen zeigten ebenfalls keine
Veranderung,

1) Curcumanihrbiden.

Diese ncuen Versuche wurden in der Erwiigung
unternommen, daB, wenn siurchildende Bakterien
Verinderungen an Niithrhiden hervorbringen, die mit
cinem siureempfindlichien Agens imprigniert sind,
wie Lackmus, Tuchsin, Neatralrot,  solehe Ver-
finderungen auch durch Basenbildner an Nihrbiden
hervorgebracht werden kimnen, die wit cinem haser-
empfindlichen Reagens versetzt sind.

Da nun die Gelatine- und  Bouillonkulturen
simtlicher  Reinstimme  stark  Dasisch reagierten,
so lagen  Versuche mit basenem pfindlichen Farh-

stoffen sehr nalie.  Als solche kamen hauptsiich-
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lich in Betracht: roter Lackmus, Curcuma und das
zu Titrirzwecken viel verwendete Phenolphtalein.

Von rotem Lackmus wurde Abstand genommen,
weil durch relativ starken Zusatz von Essigsiiure zum
Niihrsubstrat das Wachstum {ibevhaupt in Frage
gestellt schien.  Dagegen erschienen schr geecignet
Curcuma und Phenolphtalein, ersteres insbesondere
deshalb, weil es ein #uBerst emptindliches Reagenz
ist auf Ammoniak und organische Stickstoff hasen, wic
Amide, Amine und Abkimmlinge des (‘arbamids.

Die Reaktion tritt in der Weise in die Erscheinung,
daB durch Basen der hellgelbe Farbstotf gebritunt wird.
Das Curcumin wird aus der Curcumawurzel (Indien,
Japan) gewonnen, ist also cin natiilicher Farbstotf
bis jezt unbekannter chemischer  Konstitution
(Bernthsen 8. Autl. Seite 260.).

Die Versuche mit Curcuma-Agarplatten wurden
suerst angestellt; dieselben wurden nach der Vor-
schrift von Kolle-Hetseh fiir Endoniihrbdden (Seite
564) hergestellt: :

Auf 2 Liter Leitungswasser 20 gr. Liebigs Fleisch-
oxtrakt, 10 gr. Kochsalz, 20 gr. Peptonum siceum
Witte, 80 gr. Stangenagar. Diescs (Gemisch wurde
2 Stunden im Autoklaven bei 110° gekocht, filtiriert,
mit verd. Essigsiure sorgliiltig neutrulisiert. Nach
der Neutralisation wurden 10 cem zuerst alkoholischier,

spiter witsseriger Curcumalisung von 0.1 gr. Curcu-
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min zugesctzt, zur Verdampfung des Alkohols wie-
derum 30 Minuten im Autoklaven bei 100° ery irmt
und in Halbliterkilbchen abgefiillt.

Es sei darauf aufmerksam gemacht, da das Cur-
cumin sowoll in Alkohol als auch in Wasser schwer
lislich ist, in DLeiden nur bei lingerer Erwirmung,
aber wuch dann bleibt noch etwa 1, des Materials
ungelist.  Es muf deshalb dic Farbstofflésung vor
Gebraueh gut filtriert werden.  Duf die wiisserige
Lisung  der alkoholischen vorzuzichen ist, Draucht
aus naheliegenden Griinden woll keiner nihern Er-
drterung.  In Anbetracht der Schwerlislichkeit does
Curcumins ist eine kleine tberschreitung der vor-
geschriebenen Mengen statthaft,

1. Agarplatten.

Die ersten Versuche wurden mit 1 gr. Curcuma
auf etwa 1 Liter Agar gemacht. Die Platten zelgten
den intensiven aromatischen Geruch des Curcumas;
Wachstum der Kulturen fand nicht statt. Spitter
wurde die Curcuminmenge auf 0,1 gr. reduziert.

Das  Wachstum der Kulturen war jetzt  ein
ausgezeichnetes.  Eine Veriinderung des Farbstoffes
blieb aus.

2. Gelatinestich.

Die Gelatinershrchen wurden in der Weise fiir
den Gebrauch pripariert, daB von einer 1%, igen

wiisserigen Curcuminlisung 0,5 com jedem Réhrchen
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zugegeben und dieselben 15 Minuten bei 110° ste-
rilisiert wurden. Nach 4 tigigem Wachstum war
Verfliissigung der Gelatine und intensiver Fiulnis-
geruch cingetreten. Kine Verinderung des Farb-
stoffes konnte auch hier nicht walirgenommen werden.

3. Curcumabouillons.

Nach derselben Methode wie die Gelatine her-
aestellt. Keine Veriinderung des Farbstoffes, trotzdem
das Substrat sehr kriiftige alkalische Reaktion zeigte.

Das zweite fiir Basennachweis in Betracht kom-
mende Reagenz war Phenolphtalein.

Dasselbe findet bekanntlich in der Acidi- und
Alkalimetrie ausgedehnte Verwendung als sehr emp-
findlicher Indikator auf” Alkali; PPhenolphtalein ist ein
Abkémmling von Phtalsiureanhydrid (siehe die unten-
stehende Konstitutionsformel), in saurcr Lisung
ist es farblos, in alkalischer Lisung tritt schdne car-
minrote Farbung auf, welche durch Austausch zweicr
Hydroxylwasserstoffe durch Metalle (Na, K, Ca, Ba)
hervorgerufen wird. In Wasser ist es unloslich,

dagegen leicht in Alkohol. Wie bei den Ver-
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suchen mit Curcuma wurden auch hier Agar-, Ge-
latine- und Bouillonnithrbiden benutzt und zu diesen
Substraten nach erfolgter genauer Neutralisation 0,2
bis 0,3 cem Phenolphtaleinlésung zugegeben; nach
Vertliichtigung des Liosungsalkohols bliel das Phenol-
phitadein auch im Nihrsubstrat in Lisung.  Zur Ver-
dampfung  des Lasungsalkohols wurde das Niho-
substrat 15 Minuten im Autoklaven bei 100° erhitzt,
alsdann in ', Literkilbchen abgetiillt und, wie bei
Curcuma, Platten in dicker Schicht gegossen.  Auch
hier blieb die Farbenreaktion aus, obgleich das Wachs-
tum der Reinstiimme ein ausgezeichnetes war.

2. Gelatinestich,

Zu jedem Rihrchen wurden 2—3 Tropfen Phe-
nolphtalein heigegeben und dic Entfernung des Alko-
hols durch !/, stiindige Erwiirmung im Autoklaven bei
100° bewerkstelligt. Auch hior war das Resultat
ein negatives, trotzdem nach 2 Tagen starke Ver-
fliissigung cintrat und Liackmuspapier ausgesprochene
alkalische Reaktion zeigte.

3. Bouillon,

Die Bouillons wurden in der gleichen Weise
vorbereitet wie die Gelatinerchrehen.  Auch hior
war das Resultat ein negatives.

Reaktion: stark alkalisch.

An diese Versuche mit basenemptindlichen Farh-

stoffen  schlossen sich  dic Priifungen  vermittelst
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Methylorange an, dic auf besondere Anregung des
Herrn Prof. Kolle unter anderm auf die gesamte
Proteus- und Coligruppe ausgedehnt wurden.

Diec Priffung umfate folgende Bakterienarten.

Proteus vulgaris, Proteus mirabilis (bezogen von
Kral in Prag), Subtilis, El Tor, Coli, Typhus und
Paratyplius.  Die cigentiimlichen Reaktionen, welche
dabei in den Bouillonniihrsubstraten in die Erschei-

nung traten, sollen gesondert besprochen werden.

(&, Chemisches Verhalten:

Zunichst war festzustellen, ob die geziichteten
Reinstimme gasbildende FKigenschaften besitzen.
Die Priifung erstreckte sich auf die Vergirung von
Rohr-, Milch- und Traubenzucker, die den Agar-,
bezw. Bouillonniihrbiden (letztere in Girkolbchen
abgefiillt) in tiblicher Weise beigegeben waren.

a) Zuckeragar.

1. Rohrzucker.

Samtliche 18 Stiunme bildeten nach 24 Stunden
um den Stichkanal auf der Oberfliche des Niihr-
bodens eine dicke, grauweiBe, schleimige Schicht.

Geruch war nicht wahrzunchmen. Der Stichkanal

war jeweils eng, ohne Veriistelungen; Gasblasen
fehlten vollstiindig.

2. Milchzucker., Dieselben Erscheinungen.
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3. Traubenzucker. Dasselbe Resultat.

b} Zuckerbouillon.

1. Rohrzucker.

Nach 24 Stunden durchwegs schr starkes Wachs-
tum und starke Tritbung der Nithrboden; Gashildung
war nirgends wahrzunehmen, auch nicht nach drei-
tigiger Brutzeit. Geruch: faulig-stinkend.

2. Milch- und 8. Traubenzucker zeigten dissclhe
Verhalten,

¢. Da die Versuche mit Curcumaniihrbiden ein
positives Resultat nicht ergeben hatten, beschlof ich.
dic durch die Reinstimme erzeugte Basicitiit der
Nithrsubstrate auf rein chemischem Wege quali-
tativ auszuprobieren. Dies geschah zuniichst mit
rotem Lackmuspapier, das schon nach etwa 15 Stun-
den Brutzeit durch Bouillonniihrbéiden intensiv blau
gefiirbt erschien.  Es kam mir hauptsiichlich darauf
au, die Anwesenheit von N.-haltigen gastrmigen
Spaltungsprodukten in den Niihrbéden durch einen cin-
fachen Versuch festzustellen; zu diesem Zwecke ver-
wendete ich frisch hergestelltes, luftgetrocknetes Cur-
cumapapicr, das aus weibem Filtrierpapier, welches mit
starker, weingeistiger Curcumalsung Impriigniert war,
hergestellt wurde. Das Papier hatte eine schiine zitron-
gelbe Fiarbung. Die Versuche wurden folgender-
maBen angesetzt.

In ein Erlenﬁmyerk'dlbchen von etwa 150 ccm.




Inhalt wurde ein grofer Platinliffel 3 mal 24 Stunden
alter und noch #lterer Agarkultur zusammien mit
dem Nihrsubstrat in destilliertes Wasser eingetragen
und der Nihrboden unter leichtem Erwiirmen geliist.

Von Gelatine wurden jeweils mehr oder weniger
verfliissigte  Kulturen verwendet, von Bouillon 24,
2 mal 24 und 4 mal 24 Stunden alte, mit etws
10 cem Aq. dest. verdiinnte Kulturen. Alsdann fiigte
ich mit einer Pipette jodem Kolbehen einige Tropfen
konzentrierten Alkalis zu, reinigte den Rand des
(GefiBes mit angefeuchtetem Filtrierpapier sorgfiltig,
um etwa anhaftendes Alkali zu entfernen und schloB
den Kolbchenhals in etwa 1 cm. Tiefe mittels Filtrier-
papier ab, um die beim Aufkochen entstehenden
Spritzer auf dieser ,Schutzwand® aufzufangen. Dann
legte ich aut die Kolbenmiindung je einen Streifen
angefeuchtetes rotes Tackmus- und Curcnmapapier
und zwar gekreuzt und beschwerte die Streifen mit
einem Uhrschilchen (siehe Abbildungen I und TIL).

Bei Zusatz der conc. Alkalilosung handelte ich
nach dem alten chemischen Grundsatz: Séuren treiben
Siiren aus, Basen treiben Basen aus. Es wird die
schwiichere Stiure von der stirkern, die schwiichere
Base von der stiirkern stets verjagt, zum Teil schon
bei gewihnlicher Temperatar (z B. H C1 mit conc.
H, S O,; N H; aus sciner wilsserigen Losung it

cone. K O H), zum Teil beim Erwivmen.  In der
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Kiilte machte sich bei meinen Reinkulturen keinerlei
Reaktion bemerkbar, dagegen zum Teil sehr stark
bei nur gelindem Erwiirmen, wic unten miiher aus-
gefiihrt werden soll. Die Erwiirmung geschah nur

ganz kurze Zeit, und zwar so, daf die Agarlésungen

einmal stark aufgekocht, die Gelatine- und Bouillon-

a) Kélbchen, —- Rot. Lackmus.
b) Uhrschilchen. migin Curcumapapier.
%22 Schutzwand.
T = Fliissigkeit.
losungen dagegen nur bis zum Kochen erwirmt
wurden, da bei letztern die Reaktion bereits bei
beginnender Erwiirmung je nach dem Alter der
Kulturen mehr oder minder stark eintrat,

a) Agar,

Die mit dem Platinléffel entnommenen Agar-

proben zeigten durchwegs geringfiigige Zersetzung
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durch die Bakterien, da die Reagenzpapiere erst
nach einmaligem Aufkochen nur schwachen Far-
benumschlag zeigten, so daB also Lackmuspupier
nur ganz leicht blau, Curcuma hellbraun, mehr ins
orangegelbe spielend erschien. Ieh richtete beim
Entnehmen des Nihrsubstrates mein  besonderes
Augenmerk duraut, nicht tiefere Schichten, sondern
die Oberfliiche der Agarplatten zu beriicksichitigen.
Dic ungeimpften Kontrollproben veriinderten erst
nach nichrmaligem Aufkochen die Reagenzpapicere,
jedoch nur HuBerst schwach.

b) Gelatine.

Dic (Gelatinesubstrate reagierten durchweg im
Gegensatz zn Agar schon bei beginnender Erwiirmung
insbesondere auf Curcuma sehr stark, ohne dal es
notig gewesen wire, die Substanzen zum Aufkochen
zu bringen. Bs bewcisen diesc Reaktionen eine schr
weitgehende Zersetzung der Nihrbiiden, unter
Bildung gasférmiger, stark basischer Zerfalls-
produkte, welche intensiv nach altem zersetztem
Urin rochen. Die Kontrolle zeigte diesclbe Reaktion
wie die Agarkontrolle.

¢) Bouillon:

Wihrend die Gelatinesubstrate erst nach mehr-
tiigigem Wachstum, d. h. erst nach ihrer Vertliissi-
gung, also in stark vorgeschrittenem Zersotzungs-

stadium. Verwendung fanden. wurden die Bouillon-
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kulturen in drei Wachstumsstadien untersucht, nim-
lich nach 24-; 2 mal 24- und 4 mal 24-stiindiger Be-
briitung. Die 24 Stunden alten Kulturen waren am
schwiichsten zersetzt, immerhin jedoch so, daf die
Reaktion auf die Reagenzpapiere an der Siedepunkt-
grenze der Fliissigkeit stark auftrat. In vorge-
schrittenem Stadium, nach 2 mal 24- und 4 mal
24-stiindigem Wachstum im Brutschrank trat dieselbe
lebhafte Veriinderung der Reagenzpapiere schon bei
gelindem Erwiirmen des Kilbcheninhaltes auf, wie
bei den Gelatinekulturen. Die Kontrolle reagierte
wie bei Agar und Gelatine nur schwach und erst
nach einigem Kochen,

d) Indolbildung.

Das Indol, 1868 von Baeyer entdeckt, hat die
Konstitutionsformel:

CH

—NH
el
o) : deil

\/m
und bildet einen heterocyclischen Doppelring. Es ist
der stiindige Begleiter der Albuminfiulnis und durch
eine charakteristische empfindliche Reaktion nach-
zuweisen. Wenn man niimlich indolhaltigen Lisungen

salpetrige Siiure in Gestalt von deren K-Salz zusetzt,
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so entsteht ein roter Niederschlag, welcher aus
Nitrosoindol besteht von der Formel:

TN

/ \N~NH_

| - ((NO)

A h. das H-Atom der den heterocyclischen (Pyrrol)-
Ring abschlieBende ' H-Gruppe wird durch eine
Nitrosogruppe ersetzt. Tch verwendete zu den Indol-
nachweisen eine Woche alte Gelatine- und Bouillon-
kulturen. Das zur Reaktion notwendige salpetrig-
saure Kalium erhielt ich aus dem chemischen Labora-
torium der Universitit Bern. Dasselbe war durch den
Vorlesungsassistenten der anorganischen Abteilung,
Herrn Dr. Paul Barteczko, vorher auf seine Reinheit
gepriift und mir aly garantiert chemisch rein iiber-
gehen worden. Die verfliissigten (Grelatine- und die
Bouillon-Niihrbden, welche eine Woche lang der
Einwirkung der Bakterien ausgesetzt waren, ver-
diinnte ich zur Indolreaktion kriiftig mit destilliertem
Wasser, siuerte mit verdiinnter Seliwefelsiure
schwach an und setzte alsdann einige Tropfen kon-
zentrierter wisseriger Losung von K N O, zu.
Sofort bildete sich in allen Fillen der charakte-
ristische 1ote Niederschlag von Nitrosoindol und

zwar trat derselbe sehr kriiftig aul.




e) Reaktion,

Die Gelatine- und Bouillonkulturen firbten schon
nach 24 stiindigemn Wachstum rotes Lackmuspapier
intensiv blau, reagierten wso stark alkalisch.

t) Priifung auf Salpetersiiure.

Der Zawveek dieser Reaktionen war, die oxydierende
Wirkung der Reinstiimme zu pritfen; di die Eiweil-
kirper der Nithirbiden Stickstoft enthalten, lag im
Falle einer oxydierenden Wirkung der Reinstimmie
die. Vermutung nahe, daB sich salpetersaure Salze
wic. Nit N Oy bilden kénnten.  Leh verwendete
Bouillonkulturen vim Alter ciner Woche und unter-
suchte dieselben nach folgender Methode: in ein it
wenig konzentricrter Schwetelsiiure beschicktes Ulir-

schilchen wurden  einige  Krystalle Diphenylamin

chen und in der Sture gelist.  Darauf wuarde
ein Tropfen der Kulturen mittelst cines ditnnen Glas-
stabes vorsichtie an den Rand  der Schwetelsiure
gebracht, so daB eine langsame Vermischung  cin-
treten konnte.  Wenn nun Salpetersiure in freier
oder gebundener Form, wenn auch nnr in Spuren
verhanden ist, tritt intensive Blaufiirbung des schwefel-
sauren Diplienylaunins auf.  Das Diphenylamin hat
die Formel:

—~C.H,

N_CH
~H

i

i
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Bei der Salpetersiure-Reaktion bildet sich jeden-
falls Nitrodiphenylamin
N/(Oeﬂs)«z
\NO«:
nach der Gleichung:

\"/((‘1;}1‘.): + HONO, =
T H

\

= (C °
\\

N el 4 Ho,;

genau ist die Realktion noch nieht aufgekldct.  Die
Untersuchung  der siimtlichen 18 Reinstiimme  auf

Salpetersiiure ergab negatives Resultat

D) Wachstum der geziichteten Reinkulturen
auf Agarnihrbiden, welche mit Kupfer-
vitriol imprigniert waren.

Da beim Kochen von Gemisen und Friichten
fiitr die Konservierung in vielen Fillen der aus
(‘llorophyll und andern Pfanzenfarben bestehende
Pflanzenfarbstotf teils ganz zerstort wird, teils stark ver-
blaft und die Ware dadurch cin unansehnliches Aus-
schen erbilt, verwenden die Konservenfabriken zur
Erzeugung einer leuchtenden Farbe fiir dic Friichte
wie Kirschen, PHaumen ete. unschiidliche, substan-
tive Anilinfarbstoffe, d. h. solche Farbstoffe, welche
ohmne Beizen die Faser firben (z B. Anilinrot),
withrend zur Wiederherstellung der grimen Farbe,
insbesondere von Erbsen und Bohnen, Kupfervitriol

(Cu 8 O in kleinen Portionen Anwendung findet
4*
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(siche Einleitung 8. 12).  Da mir beim  Offnen
der mit griinen Erbsen gefiillten hbombierten Biiehsen
der Umstand anteetallen war, daB der Tnhalt lange nieht
in denr MaBe widerlich roeh, wie dic ungetiirhten
gelhen Erbsen, lag die Vermutang nahe, daf das zu-
gesetzte Kupfervitriol hemmende Wirkung ant das
Bakterienwachstiwun ansiiben kénne,  Zur Ermittlung,
ob diese Vermutang sich bewahrheite, imprignierte
ich Nithragar mit versehiodenen, genan abgewogenen
Quanten von Kupfervitriol, o davon Platten wid
nchte anf diese Aussanten meiner Reinstinune,
Es war zuniichst notig, zn erfaliren. welelie Menge
des Cu-Nalzes die Konservenfabriken zum Zusatz
verwenden: auf cine diesheziigliche Anfrage hei der
Konserventabrik Devant les ponts hei Metz erhielt
ich die Mitteilung. JaB der Zusitz 35—40 Gramm
aud 100 Liter Wasser betrage. Teh wog nun A=
vidente Mengen Wuptervitriol ab und zwar tolgender-
nuiflen:

1.0.0125 gr. Ca N O 50 cem Agar. entsprechend
85 gr. Ca ¥ O 100 Liter Wasser.

200402 gv. Cu N O 50 cem Agar, entsprechend
40 groo 100 Liter .

80020 gro 050 cem Amar = 50 er.: 100
Litter aq.
4003 gr. CuN0,:50 cem = 60 er : 100

Liter aq.




5 01 gr. 6. 02 gr, 7. 05 g (u s O, auf
jeweils 50 cem Agar.  Zur Awssaat wurden ver-
wendet die Stimoe 3, 7. 80 16, 17,

Die Plitten wurden zuerst zugedeckt in den Brut-
schirank gestellt, Resultate nach 24 Stunden:

SHerie 1 (00125 ar (tu ™S O kein Wiehstun,

Nerie 2 (0,02 gr. Cu N 04) 2 kein Wachstam,

Serie 3 (0020 er. Cu ™ Oy kein Wachstun.

Serie 4 (03 gr (u N O kein Wachstun,

Serie D (0.1 gr. Cu ™ Oy kein Wachs=twn.

Nerien 6 und 70 kein Wachstum.

Nun wurden die Platten geiiffuet in den Brut-
sehrank  gestellt und nach 2 mal 24 Stunden kon-
trolliert. '

Resultate: Nervie 1@ starke Schimmelpilzbibdung.

Serie 2 starke Nehimmelpilzbildung.

Norie 3 : schiwache Schimmelpilzbildung.

Die iibrigen Serien wiesen itherhaupt kein Waelis-
tum auf.

Kontrollplatten: Ausgezeichnetes Wachstum aller
Reinstimme.

Es legt nun die Frage nahe:

Woher kommt es. dab in den mit Kupfersulfut
impragnierten Erbsen Proteen sich lebenstithig er-
halten hatten, withrend auf keiner der Kupfersulfat-
platten Wachstum vorhanden war? Die Frage kann

dabin heantwortet werden, dab das Wasser, in dem
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die Erbsen mit Kupfersulfat zusammen gekocht
werden, weggegossen wird und die Erbsen nochmals
griindlich abgespiilt werden, che sie in dic Konser-
venbiichsen wandern.

Weitaus das meiste Kupfersulfit wird mit dem
Kochwasser, in dem es in Lisung bleibt, wegge-
gossen und nur ein geringer Bruchteil des Salzes dringt
i dax Gewebe der Gemiise oin, Dieser Bruchteil ist
dann nicht mehr im Stande, die Entwicklung von
Bakterien ganz hintan zu halten.

Es st also der Kupfersalfutzmsatz in dieser ge-
ringen Quantitit cinerseits fiir den Konsumnenten
unschivdlich, andererseits becintriichtigt er das Bak-
terienwachstun, wenn er es auch nicht gunz zu ver-

hindern vermag.

E. Tierversuehe,

Die Tierversuehe wurden mit den Stiamnmen 4
und 17 gemacht; fir jeden Stamm  wurden drei
Kaninchen verwendet., von denen zwei durch Tod
ausschieden, so dal zuletzt 4 Versuchstiere in Be-
trucht kamen.  Die Versuche erstreckten sich auf
Inmunisierung  und Scrumgewinnung.  Zu  diesem
Zwecke  wurden Aufschwemmungen  der Kultaren
in physiologischor Kochsalzlisung (0.7 gr. Na (1 -
1 bLiater aq. dest) gemacht und 30 Minuten hei

70" (Y erwirmt. Nuch  dem Erkalten erhielten
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die Miere cine Injektion von je 1 cem dieser Auf-
sehwemmungen in die Olrvene.

Die Dosen waren folgende:

1. Injektion (11. L 07): Tier 1:1 Ocse Kultur
auf 1 cem No CL

Mier 2 : 2 Oesen Kultur auf 1 cem Na L

Tier 8 : 3 Oesen Kultur aut 1 cem Na .

2. Injektion (nach ciner Woche): Tier 1:2 Oesen
Iultur aaf 1 cem Na Ul

Tier 2 : 4 Oesen Kualtur aut 1 cem Na (R

Tier 8 : 6 Oesen Kultur auf 1 cem Na (L

Da nach dieser Tujektion 2 Tiere infolge Speichel-
Husses eingingen, mubte cin W echsel in der Dosierung
stattfinden und zwar folgendermaficn:

3. Injektion (Mitte Februar): Tier 1:3 Oesen
Kultur auf 1 cem Na CL

Tier 2 : 6 Ocsen Kultur aut 1 cem Na CL

4.. Injektion (Ende Februar): Tier 1:6 Ovusen
Kultur auf 1 cem Na CL

Mier @ : 12 Oesen Kultur auf 1 cem Na Cl.

Die Stimme 4 wnd 17 wurden vor jeder In-
jektion auf Schrigagar {therimpft und nach 15 stiin-
digem Wachstum verwendet.  Gewiclit und Tem-
peratur der Tiere wurden tiglich kontrolliert: crsteres
blich konstant, letztere normal.

Zur Serumgewinnung wurden die beiden Tiere,
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welche mit den hichsten Dosen geimpft waren,
also die Kaninchen Nr. 2, total entblutet.

Mit diesem Serum wurden 3 Agglutinationsproben
vorgenommen, deren Resultate in den betreffenden

Tabellen enthalten sind,

F. Anhang.
Finwirkung der Bakterien der Proteus- und Coli-
gruppe auf Methylorange.
Methylorange ist ein Farbstoff der reichhaltigen
Azogruppe; die Farbstoffe dieser Gruppe enthalten

das Chromophor -N=N- und werden aus cyclischen

Verbindungen durch den Prozef der Diazotierung
dargestellt. Das Methylorange ist das Na-Salz des
Helianthins und wird dargestellt aus sulfanilsaurenm

Natrium und Dimethylanilin:
NH,
a g ol A SO
TR AR
i i,

\/‘x SO, Na \/

Seine Formel jst:
Cs H, (SO, Na) - N == N«( o Hy . N(CH,),.

Als techmischer Farbstoff ist Methylorange durch
echtere gelbe Farbstoffe, hauptsiichlich durch die

Flayone von Kostanecki’s ctwas in den Hintergrund
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gedriingt, dagegen kommt ibm analytisch eine grofie
Bedeutung  zu als sehr emptindlicher Indikitor bet
der alkalimetrischen MaBanalyse. indem seine -
spriinglich orang

=

egelbe Liosung  dureh Spuren von
Siuren rot gefirbt wird (s, Bernthsen, Lehrbuch
der org. Chemie, 8. Auflage, Neite 395). s er-
setzt bei  der  maBanalvtischen  Bestimmung  des
Amnoninks und seiner Verbindungen dax Phenolph-
talein, welches nur bei der Titration von Alkali,
Hydraten der alkalischen  Erden  cte. verwendet
werden kann,

Dicser Umstand veranlaBte mich, den Farbstoff
in - den Bereich meiner Untersuchungen zu zichen.
Ich begann meine Untersuchungen mit den in den
vorigen  Absclmitten  besprochenen  Reinstiimmnen,
debnte sic jedoch auf Veranlassung des Herm Prof.
Dr. Kolle auf Proteus mirabilis, Subtilis, El Tor,
Coli, Typhus und Paratyphus aus.

Analog dem Vorgehen hei den Curcuma-Nihr-
bisden begann ich meine Methylorangeversuche mit
Agavplatten.  Der Nithragar wurde hergestellt nach
der Angabe des Lehrbuches von Kolle-Hetsch fiir
Fadoagar.  Da der Farbstoff in Wasser 16slich it
verwendete ich die whsserige Lissung desselben m
Verhiiltnis 0.5 @r.: 1 Liter Wasser; auf den Liter
Nithraguwr kamen 5 cem Farbstofilosung.  Die zu-

nichst verwendeten Reinstinne  erzeugten keine




Farbenveriinderung, ebenso nicht die oben ange-

fiihrten Bakterienarten.

Ich verlief deshalb die Versuche mit Agarplatten
und ging nach dem chemischen 3 rundprinzip ,.corpora
non agunt, nisi Huida* zu Bouillon-Niihrhéden iiber.,

In diese Niihrbiden iiberimpfte ich zuniichst
alle von mir gewonnenen Reinstimme der Proteus-
gruppe mit dem Resultat. dal nach 24 stitndiger
Bebriitang bei sehr starkem Wachstum der Farl)-
stoft’ nicht veriindert wurde. Spitter zog ich auch
Proteus mirabilis, Subtilis, Kl Tor, Coli, Typhus und
Paratyphus in den Kreis der Untersuchung.  Nach
24 stiimdigem Wachstum ergab sich dubei tolgendes :

Wiilrend Proteus vulgaris und mirabilis, Sub-
tilis, Kl Tor und Coli bei iippiger Entwicklung keine
Veriinderung des Farbstoffes bewirkt hatten, wur
die Typhusbouillon merklich verblaBt, zeigte jedoch
Imnierhin noch cinen gelben Fuarbenton, Paratyphus
hingegen war ginzlich entfirhbt, so daB das Nithy-
substrat vollkommen das Ausschen einer gewishn-
lichen Niihrbouillon darbot.

Dieses Verhalten der Bakterien gegeniiber dem
Farbstoff wir um so merkwinrdiger, als ich von den
siurebildenden Coli cinen Farbenumschlag von gelb
In rot evwartete, wihrend von den andern Stimmen
Indifferenz vorausgesetzt werden mufBite. Teh setzte

nun mit allen im Institut geziichteten Coli, T'yphus.




und Paratyphusstimmen die Versuche in gréBerm
MaBstabe fort und war dabei im besondern bedacht,
das Verhalten der Kulturen auch nach lingerer
Brutzeit als 24 Stunden zu beobachten.

Dabei konnte ich feststellen, daB nach 3 mal
24 Stunden Proteus vulgaris und Subiilis den Farb-
stoff vollstiindig, Proteus mirabilix halb, El Tor und
('oli zum Teil zerstirt hatten; die Typhusbouillon
verblaBte nachr 20— 30, Paratyphus durchschnittlich
nach 10—15 Stunden.  Withrend sitmtliche Stiimme
schon  gleichmniiBig und zuverlissig reagierten, ver-
sagten leider gerade bei den letaten Versuchen einige
Typlusstimme, indem sie in dersclben Zeit wie
Paratyphus den Farbstoff zevstorten.  Ieh versuchte
es deshalb mit der doppelten Farbstotfdosis, nim-
lich 1 gr. Methylorange: 1 Liter aq. und konnte
hicrbei einen kleinen Fortschritt in der Differen-
zierung der heiden Spezies feststellen; immerhin war
dic Reaktion auch jetzt noch nicht eine so unzwei-
deutige, daB von einer sichern Unterscheidung
zwischen Typhus und Paratyphus die Rede sein
konnte, wiithrend hingegen zwischen Coli emerseits
und Typhus und Paratyphus anderseits auf Grund
dieser Reaktion nach etwa 20 stlindigem Wachstum
cine Ditferenzicrung wohl mioglich erschien.  Ich
mub es dabier spiiteren eingehenderen Untersuchungen

anheimstellen, die Frage mach dieser Richtung zu
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kliren. In der zugehirigen Tabelle sind die Resul-
tate zusammengestellt.

Es entsteht nun die Frage, auf welche chemischen
Vorgiinge die Zerstiraug des Methylorange zuriick-
zufiithren ist, cine Eascheinung. die un so merkwiirdiger
ist, als der Farbstott chemisceh nls weeht* ol sehwer
verdanderlich, angesehen wird; seiner ausgichigen tech-
nischen Verwendung  steht nwr seine Reaktions-
liihigkeit anf Siuren und der durch diese bewirkte
Farbenumschlag aus gelb in rot. entgegen. Es liegen
fiir die durch die oben erwitlmten Bakterien ho-
wirkte Verblassung hesw, Zerstirung des Farbstotfes
zwel Miglichkeiten vor.,

1. Spaltung in der chromophoren Gruppe;

2. Reduktion des Favbstoffes zu seiner Lenkobase,

Ersterer Vorgang winede sich nach dem Muster
der Zuckerspaltung durch dic Hefepilze im alko-
holischen GithrungsprozeB vollzichen, Der Farbstoff
Lat dic Konstitutionsformel:

- N0, Na CH.

4\A\v = N -_ (‘Q“HL- N<(1II;

('.H

Durch die Spaltung zwischen —N—=N— wiirde
der Farbstoff durch H-Aufhahime in seine Kompo-

nenten, niumlich  einerseits sultanilsaures Natrium:
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~NH,- Na

( ‘5H4s\ SO
C'H
. . 3
‘/,/ \.\\/x \( ‘l’l:;

und

- |
NH__,/\\ /

L
p-Amidodinethylanilin zerfadlen,

Nun greift nach Gattermann (Die Praxis des
organischen Chemikers, 4. Autlage, Seite 221) die
Reduktion ecines Azokirpers stets in der Azogruppe
ein (R—N=N—R). ex wirde also in dicsem Falle

allen den Bakterien., welche den Farbstoft verblabten,

cine welir stark redugierende Wirkung  zukommen.
wits in Anbetracht ihrer biologischen Funktionen,
inshesondere bei Proteus vulgaris, Subtilis und Typhus
leicht erklirlich ist.  Die zweite Miglichkeit wire
die Reduktion des Farbstottes zur Lenkobase; diese
Lalte ich auf Grund der oben angefithrten chemischen
Tatsachen tiir ausgeschlossen, aus dem Grunde, weil
eine Teukobase durch Addition von meist 2 Atomen
Wasserstoff entsteht, welche hitutig, wie beim Malachit-
ariin, 1 Cl-Atom dex salzsauren Salzes der Farbstoft-
hase oder Sauerstotfatome vertreten; dieser Umstand
schaltet heim Methylorange aus; gesetzt den Fall.
daB die beiden H-Atome sich an die N-Atome
der chromophoren Gruppe durch Sprengung  der

doppelten Bindung angliedern. so ist keine Leukobase
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entstanden, sondern ein neuer Korper, ein der
Azoreihe verwandter Hydrazokérper von der Formel
R—N—N—R
b

Diese Moglichkeit kann nicht ohne weiteres von
der Hand gewiesen werden, ist jedoch auf Grund
der von Gattermann angefiihrten Tatsachen iiber
die Reduktion der Azokiérper unwahrscheinlich.

Aullerdem sind Leukobasen nur typisel fir die
Triphenyhuethanfarbstotfe (z. B. Malachitgriin, Fuch-
sin}, Indigo, Methylenblau. Safranin (s. Bernthisen,
Seite 468).

Das genaue Studium dieser interessanten che-
mischen Vorgiinge wird Gegenstand  spiiterer ein-

gehender Untersnchungen sein.




Schlulfolgerungen.

1. Simtlichie 18 Proteusstiimmme, die aus den ver-
schiedenen faulenden Substraten geziichtet wurden,
haben bei der morphologischi-biologischen Priifung
keine wesentlichen Unterschiede orkennen  lassen.
Sie zeigten alle bei der Methylenblau- und Kuchsin-
fiwbung - dasselbe mikroskopische Bild, niunlich im
Jugendstadium lange verschlungene Ketten, in 1-—2
Tage alten Kulturen gleichmnibig lange Stithchen,
die sich simtlich nach der Gram’schen Methode
firben leBen. Alle Stimme verfliissigten Grelatine-
nithrbisden unter starker Entwicklung stinkend-fauligen
(teruchs und intensiver Trithung der Niuhrbiden.

Die Agglutinationsreaktion ist von mir zur Diffe-
renzierung der einzelnen Stimme  deshalb nicht in
vollem MaBe herangezogen worden, weil sich bei
einer Vorpriiftung mit zwei Stimmen gunz diffe-
rente Resultate ergaben. Wihrend Serum 1, ge-
wonnen durch Stamm 4, gegen denselben Stamm
den gleichen Agglutinutionstiter zeigte, wie das

Normalserum, wobei allerdings dieser Titer cin aunf--
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fallig hoher war, eraab Serum 2. gewonnen durch
Stamm 17, gegen  den Lhomologen  Stamm eine
Agglutination von 1:500. Das Normalserum agelu-
tinierte den gleichen Stamm nur in Verdiinnungen
von 1: 20,

Nimtliche  Hiissigen Niheboden reagterten nach
cintigigen Wachstum stk alkalisch,  Als aiinstigste
Substrate fiir das Wachstum der Protenshakterion
crwiesen sich alle Fleisehsorten ., weniger  geeignet
waren Leguminosen (Erbsen. Bohnen) und am un-
giinstigsten eiweifarme  hezw, ciweiBfreie Gemiise-
sorten.

2. Beziiglich (1(-1'm(n'pluvl(»gi.\t-h-biuh»gis(']qui;:en-
schalten dieser Kulturen, die auf Grund der sonstigen
Grundeharaktere als typische Vertreter der Protens-
gruppe erscheinen, ergab dic Untersucliung tolgendes:

Die Proteen lassen hei Anwendung der Neiller
schen  Kornchenfinbungsmethode  Babos-Krnst sche
Karperchen erkennen.  Als ausgesprochene Busen-
hildner veriindern sie terner weder Neuatralrot noch
Fuachsin, noch Lackmustarbstoft in den speziellen
Nithrhiden; Curcumanihrbiden  werden  chenfalls
nicht verindert, hingegen wird Curcumapapier hei
nur gelinder Erwivmung Hitssiger Nithrbéden durch
entweichende N-haltige (fase intensiv sebriunt,

3. Die Kulturversuche auf Nilubiden, welche

mit Kupfersulfat Tmpriigniert waren, zeigen, daff der
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Yasalz, dieses Salzes zu Konservengemiisen, insbe-
sondere Bohnen und El'bséll, nicht nur die Farbe
vorteilhattbeeinfuBt, sondern anch wachstumshindernd
fiir Proteus ist. Ks diirfte demnach der von den
Konservenfubriken geiibte Usus  des Kupfersalzzu-
watzes in minimaler Menge aus diesem (Grunde
jedentalls nicht zu verbicten sein. Der Zusatz un-
viftiger  Anilinfarben hingegen heeintriichtigt,  wie

die Versuche mit dem  Azofarbstoff Methylorange

soigten, das Bakterienwachstum in keiner Weise.

1. Soviel steht anch hinsichtlich meiner Versuche
fest, dub Proteus vulgaris ein steter Begleiter der
Fiweibfiiulnis ist.

5. In allen faulenden Substraten meiner VYersuche
konnten neben Kokken Buzillenarten gefunden werden,
Qe durch typische Merkmale als Vertreter der
Proteusgrnppe  wohl  chavakterisiert sind und sich
von einander durch die von mir lherangezogenen
kulturellen Methoden nicht ditferenzieren lieflen. Es
liegt somit kein Grund zu der Annahme vor, daf
bei der EiweiBfiulnis verschicdene Arten von Pro-
teus vulgaris mitwirken.  Auch Spielarten oder be-
sondere Rassen des Proteus vulgaris wurden von mir

nicht gefunden.
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Agglutinationstabelle.
I. Agglutination vom 11. IV, 07,

T‘ = = = =
- ' TAT T T A
Serum [ ++_|__J‘A‘+ _{,‘,;'_ _‘___
_ IR — | —_ _ - -
Normalserum - | | 4| 4+ T - ‘ _ —
N?erum IT T -+ —}—7 :~:~ —+ —4\7 JUNY ) B
- [ —_ | [
Normalseram b — | —| - I - | N O U
1I.
Titer §
S;num 1 Ty ‘ J N R l _ .
&c;rmd]serum -+ ‘ —_— i = i? —_—— ==
Serum 11 - | & e g Ry ey
Normalsermu + | i S [V S I \ N
III. Agglutination vom 25. 1IV. 07.
R
Titer 8 ” 2z § § g
o R o e ol
Serum 1 -+ 4 ‘ i
Normalserum -:': : T
Serum 1I ‘ ’ _}: ?l i i |
Normalserum I‘: D S D QS R [P U
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