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i) Einleitung.

und nicht anf einen mikroparasitiren Ursprung hinweisen, wenn auch
einige Griinde fiir die letztere Auffassung geltend gemacht werden
konnen! Ebenso unklar ist die Aetiologie der aeuten Exantheme
des Menschen, seit L. Pfeiffer in scharfer Kritik die Haltlosigkeit
der bisherigen Beweise fiir Bakterien als Erreger der Pocken gezeigt
hat. Die Bakterien, welche als Erreger des Scharlach angegeben
wurden, sind nacheinander als falsche erkannt worden und die nevesten
Scharlachbacillen wurden in meinem Laboratorium als gewihnliche
Saprophyten erkannt. Wahrscheinlich gehren die Parasiten der
acuten Hxantheme zu den amoeboiden Mikroorganismen und gar nicht
zi den Bakterien.

Ein unserem erkenntniss - theoretischen Verlangen geniigender
Abschluss der ersten Epoche wird erst angenommen werden kinnen,
wenn uns die Aetiologie der heterologen Neubildungen und der acuten
Exantheme in mindestens einem einwandsfreien Beispiele vorliegt.

Unter diesen Umstiinden bezeichnet die Koch'seche Methodik
in ihrer Gesammtheit einen vorliufigen methodischen Abschluss in
der ersten Epoche, welche auf den Nachweis speci-
fischer Organismen gerichtet ist. Dadurch wird sie zur
besten Grundlage fiir unser ganzes Arbeiten und sie ist der Pasteur-
schen und Naegeli'schen Sehule jetzt ebenso unenthehrlich wie
der Koech'schen selbst. Der gesammten K och’schen Methodik lisst
sich in der ganzen modernen Medicin vielleicht nur die Aushildung
der Methoden fiir Muskel- und Nervenphysik durch du Bois-
Reymond an die Seite stellen. Durch Koch's Methodik wurde
erst die Bakteriologie popularisirt und zum Gemeingut der Aerzte.

Dass man aber auch die in Einzelheiten bis jetzt oft weniger
exacte iltere, biologisch aber universeller angelegte Methodik der
Pasteur’schen und Naegeli'schen Richtung wieder mehr beachten
muss, als es bei uns in den letzten Jahren vielfach in der Freude
iiber die bestechende Einfachheit der K och 'schen Methodik geschehen
ist, lehrt unwiderleglich die Thatsache, dass Koch's Methoden fiir
einige der wichtigsten Fragen, z. B. Aetiologie der acuten Exantheme
und der heterologen Neubildungen, im Stiche lassen und dass die
zweite und wirklich neueste Epoche in der Bakteriologie sich sogar



















12 Einleitung.

die Bakterien allein fiir den Verlaut der Krankheit verantwortlich
sind, dass man aus der Kenntniss der Biologie der Bakterien die
Krankheiten construiren kann. Die Bakterien und andere Mikrobien
sind aber nur die Erreger, der Anstoss, die Auslisung, wihrend die
eigentlichen Ursachen in naturwissenschaftlichem Sinne in den gihr-
fihigen Substanzen und in den Geweben liegt. Der Erfolg des An-
stosses hiingt demnach nicht allein von der Natur der Erreger ab,
sondern ebenso gut von ‘der Natur der erregten Substanz und von
den Bedingungen, unter denen der Anstoss die Substanz trifft. Die
Kenntniss des Niahrbodens, der giahrfihigen Substanzen und der Ge-
webe, Zellen und Sifte, ist demnach ebenso nothwendig, wie die
Kenntniss der Bakterien und mit dem Studium dieser Dinge sind
die alten Begriffe der Disposition und Immunitit wieder zu
ihrem Rechte gekommen. In der bestimmten Hervorhebung dieses
Verhiltnisses der Mikrobien innerhalb der Causalitit liegt allein die
Maoglichkeit, einseitige und falsche Vorstellungen iiber die Aetiologie,
iiber die Mikrobien als ,Ursache® zu vermeiden und zu einer er-
kenntnisstheoretisch befriedigenden, d. h. streng naturwissenschaftlichen
Auffassung und damit zu einer wirklichen Theorie der Gihrungen und
Infectionskrankheiten zu gelangen, wie es von J. R. Mayer,
Naegeli und mir ausgefithrt worden ist.

Virchow’'s Warnung, die Zellen nicht iiber den Bakterien zu
vergessen, war deshalb ein Wort zur rechten Zeit. Koech's Nach-
weis von Bakterien in Zellen eriffnete fiir die Bakteriologie die
positiven Ermittelungen auf diesem Gebiete, withrend fir andere
Mikroorganismen solche Dinge lingst bekannt waren. K. Roser
machte 1881 auf den relativen Salzgehalt der Korpersifte und auf
die Fihigkeit der contractilen Zellen, die eindringenden kleinen Feinde
in sich aufzunehmen, aufmerksam und schliesslich stellte Metseh-
nikoff 1883 die so uiberaus wichtige und anregende Lehre von der
Phagocytose auf, durch welche die mit dem Abbé’'schen Beleuch-
tungsapparate aus dem Gesichtsfelde und auch aus dem Gedichtnisse
vieler fast beseitigten Zellen wieder in ihr altes Recht eingesetzt
warden. Wie auch in Einzelheiten dieser Kampf fiir die Zellen
(Metschnikoff) oder fir die Sifte (Baumgarten, Weigert,
Fligge) entschieden werden mag, die Zellular-Physiologie und































22" Die mikroskopische Technik.

Dem gegeniiber haben sich gerade die Mediciner vieltach aus Bequem-
lichkeit gewdhnt, diese Gattungsnamen einfach als Formnamen aufzu-
fassen und so die Formfrage mit der Frage nach den Gattungen und
Arten durcheinander zu werfen. Die natiirliche Consequenz dieses
Durcheinanderwerfens verschiedenartiger Dinge ist, dass man jetzt
vielfach die Gattungen und Arten nach einer einzigen Form bestimmt
und den Werth dieser Form mit Zirkel und Lineal statt nach mor-
phologischen und genetischen Gesichtspunkten ermittelt.

Nun sind aber thatsichlich alle Formen durch alle miglichen
Uebergangsformen mit einander verbunden und trotzdem sind wir im
Stande, Gattungen und Arten auseinander zu halten. Jede einzelne
Form dindert sich nach den Phasen der Entwickelung. Eine Kugel
streckt sich und wird zum Ellipseid, ein Langsstibehen theilt sich
und wird zum Kurzstiibchen, ein Kurzstibehen zerfillt in zwei
Ellipsoide oder Kugeln. Wann man ein Zellchen noch als Ellipsoid
oder schon als Kurzstibchen mit abgerundeten Enden bezeichnen soll,
wann als Ellipsoid oder schon als Spindelstibchen, wird immer mehr
oder weniger Geschmackssache bleiben. Ein gekriimmtes Stibchen
ist. durch die Form der kleinsten Zellen nicht sicher und nicht immer
von einem Schraubenstibchen zu unterscheiden.. Vor der Theilung
strecken sich in der Regel die Einzelzellen deutlich, sie werden grisser
und es treten dadurch schirfere Formen auf: kuglige Zellen werden
zu Ellipsoiden, Ellipsoide zu Stiibchen, undeutliche Schraubenstibchen
zu charakteristischen Schrauben. Umgekehrt werden durch die er-
folgende Theilung lingere und deutlichere Formen kleiner und un-
deutlicher.

Hierzu kommt, dass viele Bakterien je nach dem Nihrboden
Formschwankungen zeigen, welche diese feinen Grenzen noch mehr
verwischen. Fine Schwierigkeit entsteht daraus aber nur fiir die-
jenigen, welche die Arten durch Abzirkeln einer Form bestimmen
wollen oder die jedesmal lingste und grosste Form ohne Weiteres
fir die maassgebende ansehen. Da in besonders deutlichen Fillen
bestimmte Formen in gewissen Entwickelungsstadien typisch wieder-
kehren, entspricht es dem praktischen Bediirfnisse, die- Formen in
einige einfachere Gruppen unterzubringen, besonders auch deshalb,
weil die Einzelzellen, gerade wenn sie ihre lebhafteste Thitigkeit



















28 Die mikroskopische Technik.

tativen Formen und deren Verbiinde erhalten. Sicher ist dies aller-
dings nur von den Kokkenformen und viele andere Formen bilden,
wenn die Existenz der Art in Frage steht. Dauerformen in Kokken-
form. Die Arterhaltung erfolgt, wenn eine Vermehrung durch Thei-
lung nicht mehr stattfindet, in der einfachsten Form derart, dass
einzelpe Zellen, ohne ihre Form sichtbar zu dndern, einfach lebens-
fihig bleiben, withrend die anderen Zellen absterben.

Einigemal konnte ich deutlich aus der Gruppirung erkennen,
dass einzelne morphologisch sich niecht #dndernde Zellen dadurch
schiidlichen Einfliissen entzogen waren, dass die anderen absterben-
den Zellen um dieselben als Schutzmantel dienten. In diesen Fillen
iibernimmt alse einfach ein Glied die Arterhaltung und man kann
dies als Bildung von Gliedersporen oder Arthrosporen be-
geichnen. Diese Form der Arterhaltung erfihrt eine sichthare Stei-
gerung, wenn die arterhaltende Zelle durch Verdickung ihrer Mem-
bran selbst direct widerstandsfahiger wird. Dies sieht man be-
sonders bei Ketten von Kokkenformen, Fig. 1 (5), wie Streptokokkus
puerperalis, Leukonostok.

Fine noch weitere Ausbildung der Gliedersporen bis zu einer
frither als Gonidien bezeichneten Form sieht man bei scheidenbilden-
den Arten wie Crenothrix, Cladothrix, bei denen sich die arterhalten-
den Glieder im Innern der Scheide bilden, die dann von den nach-
dringenden Gliedern nach aussen gestossen werden, so dass der
obere Abschnitt der Scheide wie ein Sporangium functionirt. Bei
diesen Arten kinnen sogar zwei Formen von Gliedersporen vorkommen,
grossere und kleinere, welche man in diesen Fillen friher als
Makro- und Mikrogonidien bezeichnete. Die Arthrosporen zeigen
nach der Art ihrer Bildung laufig eine Neigung in Zoogloeaform
aufzutreten.

In allen diesen Fillen scheint die Auskeimung der Glieder-
sporen, der gewdhnlichen Arthrosporen und der Gonidien, wie das ge-
wihnliche Wachsthum der vegetativen Zellen vor sich zu gehen und
Inhalt nund Membran zu treffen. KEtwas anders ist dies bei einer
ganz abweichenden Form der arterhaltenden Zellen. In diesen Fillen
bildet sich im Innern der Muttermembran eine Neuanordnung und
Coutraction des Inhalts aus, und der contrahirte Inhalt bildet von
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sicher nicht zu den Bacillen, da hieriiber die Lange eines Zellchens
gar nichts aussagt. Wer ihn ruhig weiter zur Gattung Mikrokokkus
rechnet, begeht auf jeden Fall einen ganz unbedeutenden Fehler im
- Vergleiche zu dem groben morphologischen Verstosse, der in diesem
Falle im Namen Bacillus liegt. Es ist wiinschenswerth, dass sich die
Anfinger wenigstens von der falschen Auffassung frei machen, dass
man eine Gattung nach einer einzigen Form bestimmt und diese Form
mit dem Maassstabe statt nach morphologischen Regeln ermitielt.
Die bis jetzt aufgestellten Gattungen oder Untergattungen entsprechen
auf jeden Fall der Anzahl der wirklichen Gattungen noch nicht und
unter der Gruppe allein, welche ich in dem obigen Schliissel Bak-
terium nannte, und ebenso unter der grossen Gruppe der Bacillen
kommen so gewaltige Differenzen vor, dass jeder Morphologe bei
jeder anderen Gruppe von Mikroorganismen derartige Gattungen in
mehrere Gattungen oder Untergattungen auflosen miisste. So nennt
z. B. der Mediciner die Parasiten von Milzbrand, Abdominaltyphus
und Tuberkulose gleichmiissig Bacillen und rechnet sie damit zu ein
und derselben Gattung. Aber selbst abgesehen davon, dass bei
Typhus- und Tuberkelbacillen Endosporen nicht nachgewiesen wor-
den sind, verhalten sich diese Arten morphologisch so griindlich
verschieden, dass jeder Morphologe sie alg zu drei verschiedenen
Gattungen oder doch Untergattungen gehorig bezeichnen miisste und
die eingebiirgerte medicinische Bezeichnung Bacillus nur als Ver-
legenheitsausdruck gelten lassen kann, welcher aber noch einer Auf-
losung in Untergattungen harrt: Ferner ist zu beriicksichtigen, dass
sich unter den pathogenen Kokken-, Stibchen- und Schraubenformen
solche finden konnen, welche nur unter diesen Bedingungen des Para-
sitismus in den zuerst bekannt gewordenen einfachen Formen vor-
kommen, welche aber in Wirklichkeit nur Entwicklungsformen
hoherer pleomorpher Arten sind. Unter diesen Umstinden diarfte
auch der folgende zur weiteren Bestimmung dienende Sehliissel

iber die Gattungen wohl noch weit hinter der wirklichen Vielheit
zuriickbleiben,
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als Umrissbild bei Vorhandensein dieses Condensors und trotz des-
selben beobachten zu kinnen, ist an vielen Instrumenten eine Vor-
richtung zum Einschalten von Blenden angebracht, die man in ver-
schiedener Griisse vorrithig halten muss, wihrend an anderen die
Einrichtung getroffen ist, dass der ganze Beleuchtungs-Apparat
schnell gegen gewihnliche Beleuchtung und Blendung ausgewechselt
werden kann, Ausser den gewidhnlichen Blenden oder einer dieselben
ersetzenden Irisblende bedarf man zur besseren Ausnutzung der
schiefen Strahlen und zur sogenannten Dunkelgrundbeleuchtung auch
noch centraler Blenden und, um die Beleuchtung ganz einseitig zu
machen, Blenden, in denen ein Kreisquadrant herausgeschnitten ist.
Ich empfehle ibrigens anch fiir histologische Arbeiten den Condensor
nicht auszuschalten, sondern sich an denselben durch Verwendung
der Blenden zu gewdhnen.

Zur Bakterienforschung gehort neben den Systemen
fir homogene Immersion ein Abbé 'cher Beleuchtungs-
Apparat. Hin und wieder kann es selbst nothwendig werden, zwischen
Beleuchtungsapparat und untere Seite des Objecttrigers einen Tropfen
der Immersionsfliissigkeit einzuschalten, sodass unten und oben con-
tinuirliche, homogene Verbindung hergestellt ist. Derartige [m-
mersions-Condensoren, welche bei den stirksten Systemen und
der Mikrophotographie mehr und mehr Eingang finden, hat man
iibrigens schon frither angewendet, ehe man den Werth der homo-
genen Verbindung richtig erkannt und constructiv verwerthet hatte.

Das Linsensystem des A bb é 'schen Condensors ist mit Ricksicht
auf’ die iblichen Stirken der gﬁten Objecttriger so construirt, dass
sein Brennpunkt fir parallel eintretende Strahlen sehr nahe, etwa
2 mm diber seiner oberen Linse liegt. Um die Strahlen aber auch
wirklich parallel in den Condensor eintreten zu lassen, miissen sie
mit einem Planspiegel von der Lichtquelle her aufgefangen und
so dem Condensor zugefiibrt werden. Bei Verwendung eines Hohl-
spiegels wiirden convergirende Strahlen in den Condensor treten,
deren Bremnpunkt viel niiher der oberen Linse, also tiefer als das
auf dem Objecttriger befindliche Object liegen wiirde. Um ein
scharfes Bild zu bekommen, muss das Object und das reelle,
durch den Condensor in das Objeet projicirte Bild der Lichtquelle
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lisung; in besonderen Fillen kann man auch Serum oder Bouillon
dazu verwenden. Man muss in jedem derartigen Falle nach dem
friither Gesagten zuniichst mit Blenden untersuchen, weil das Structur-
oder Diffractionsbild zur Beobachtung kommt.

Bei dieser Art der Beobachtung der Bakterien in einer Fliissig-
keitsschicht zwischen Objecttriger und Deckglas ohne besondere
Priiparation, macht sich sofort eine Unsicherheit dadurch bemerkbar,
dass fast alle Bakterien in Bewegung sind. Zum Theil scheinen es
spontane Bewegungen zu sein, zum Theil ist es einfach die soge-
nannte Brown'sche Molekularbewegung, wie bei allen in Fliissig-
keiten suspendirten feinsten Partikeln. Wegen der Kleinheit der
Objecte erschweren diese Bewegungen das genaue Beobachten, so
dass man entweder warten muss bis von selbst etwas Ruhe im Tropfen
eingetreten ist, oder dass man kimstlich die Bewegungen verringert
oder aufhebt. Das letztere ist schon vor langer Zeit erfolgreich
versucht worden durch ,Narcotisiren® der Mikroorganismen?), indem
man mit einer Nadelspitze eine Spur Opium, Weingeist oder ver-
ditnnter alkoholischer Jodtinctur zum Wassertropfen unter dem Deck-
glase hinzusetzte. Etwas besser erreicht man ein derartiges Fixiren
durch Narcofisiren, indem man vom Rande des Deckglases her einen
Tropfen concentrirter Sublimatlisung hinzutreten lisst, der sich lang-
sam unter dem Deckglase ausbreitet. Auch manche Anilin-Farben
wirken narcofisirend. Noch besser eignet sich das Austrocknen zum
Fixiren; da diese Methode aber vorwiegend als Vorbereitung zur
Farbung in Frage kommt, soll sie erst spiter besprochen werden.

Von anderen Mikroorganismen bereiten besonders die einzelligen,
amoeboiden Formen durch ihre Beweglichkeit oft grosse Schwierig-
keiten. Man kann diese Formen durch Unterbringen geeigneter
Nahrung zwischen Objecttriger und Deckglas zum zeitweiligen Ein-
stellen der Bewegungen veranlassen, wie Brass?®) mit Erfolg ver-
suchte: ,Da die meisten Protozoen fiusserst heweglich sind, so lange
sie Hunger haben, thut man gut, sie mit zerriebenen Pflanzentheilchen
u. 8. w. vorher ordentlich zu fiittern; dann verharren sie wihrend

1) Perty, Zur Kenntniss kleinster Lebensformen. 1852, 8. 13.
2) Zeitschrift f. w, Mikrvoskopie. 1884, I, 8. 40.






























































































Allgemeines iiber die Firbungs-Methoden. 85

nen. Im Gewebe selbst handelt es sich wesentlich um eine Differen-
zirung von Kernen und Protoplasma und erst in zweiter Linie um
eine weitere Firbung bestimmter Gowebselemente neben der allge-
meinen Kern- und Protoplasmadifferenzirung. Viele Mikroparasiten
verhalten sich den Firbungen gegeniiber als kernhaltige profoplas-
matische Gebilde wie die Zellen selbst und bei diesen handelt es
sich his jetzt in erster Linie wm eine moglichst schonende Conser-
virung der Formen und scharfe Darstellung dieser besonderen Formen
neben den morphologischen Gewehsbestandtheilen. In derartigen
Fillen sind besonders Methoden angebracht, welche die Kerne rechf
scharf hervortreten lassen, so dass sofort alles charakterisirt ist,
was nicht zu den Kernen gehort. Neben den Kernen miissen aber
in der Regel auch die Begrenzungen des Protoplasma scharf zu er-
kennen sein und es wird $ich demmnach in der Regel um Combi-
nationen von guten Kernfirbungen mit guten Protoplasmafirbungen
handeln. Die besten derartigen Methoden firben bis jetzt beides,
Kerne und Protoplasma, so dunkel. dass fremde Elemente, also auch
Mikroparasiten, daneben oft niecht zu sehen sind, weil sie einfach
verdeckt werden. Man wird deshalb in Zukunft auch mehr ver-
suchen miissen, helle, aber scharf differenzirende Kern- und Proto-
plasmafirbungen zu suchen, in und neben denen fremde Elemente
schiirfer erkamnt werden.

Bei den Bakterienfiirbungen werden im Allgemeinen die Bakterien
in toto wie die Kerne gefirbt und sie sind dadurch leicht vom
Protoplasma zu trennen. Die Dunkelfirbungen sind aber dabei oft
sebr storend. So sollen z. B. nach Baumgarten die Tuberkel-
bacillen im Gewebe, welches in der histologisch fast uniibertroffenen
Flemming'schen Losung gehirtet ist, gar nicht zu sehen sein,
wﬂh_}'end Stschastny bei mir fand, dass sie bei dieser Hirtung
ganz gut gefirbt werden konnen, aber leider nur zum Theil durch
die dunkle Kern- und Protoplasmafarbe verdeckt werden.

Bei den Bakterien gelingt aber vielfach eine noch viel bessere
Differenzirung, indem man die Bakterien in einer ganz anderen Farbe
als Kerne und Protoplasma firben kann und schliesslich gelang es
Koch auch als Erstem eine bestimmte Bakterienart so zu firben,








































































































































130 Die mikroskopische Technik.

Fiir diejenigen, welche die rothe Firbung nicht lieben,
empfiehlt sich das Verfahren von M. Hermann. Die Farb-
lisung wird hergestellt, indem man von einer Losung, a) welche
aus 1 Krystallviolett in 30 Alkohol besteht, in einem Glas-
schilchen so viel zu einer b) 1°%, Losung von kohlensaurem
Ammoniak beifiigt, dass eine gesittigte Farbe entsteht. In
dieser Lisung bleiben die Priparate mindestens 1 Minute,
werden dann 4—>5 Sekunden in Mineralsiture (1:10) differenzirt,
in Alkohol getaucht und in Wasser abgéwaschen und in
Wasser untersucht, oder, wenn man eine Contrast- und Grund-
firbung wiinscht, aus dem Alkohol eine halbe Minute in eine
Liosung von 1 Eosin zu 100 Theilen 60°/, Alkohol getaucht,
mit Alkohol schnell abgespilt, dann in Wasser abgewaschen
und angesehen,

Sollen die Priparate conservirt werden, so werden sie nach
der Beobachtung in Wasser getrocknet und in Balsam iber-
gefiihrt. Alle Priparate sofort in Balsam zu bringen, ist
iiberflissig, da man nur wichtige Priparate aufzuheben pflegt.

Zur Beurtheilung der Befunde nach folgende Bemerkung:
Nach der Firbung erscheinen die sog. Tuberkelbacillen je
nach der Methode bald als gleichmiissig, bald als ungleich-
miissig gefirbte Stibchen. Je nach dem Stadium der Ent-
wicklung und den von den Gewebezellen und Sdften auf diese
Stibechen ausgeiibten Einfliissen, sind die Stéibchen linger oder
kiirzer, mehr oder weniger gekornt, oft derart, dass sie wie
eine Kette von, durch helle Liicken, unterbrochenen Kornern
erscheinen. Oft bilden die Stibchen Fiden und dabei findet
man Formen, welche so aussehen, als sei der Faden von
einer gemeinsamen derberen Scheide umgeben, innerhalb welcher
die homogenen oder gekornten Einzelstibchen bald dicht auf-
einanderfolgen, bald unter einander verschoben sind, so dass
ungleichmiissige Liicken auftreten. Endogene Sporen sind bis
jetzt nicht sicher nachgewiesen. Die angeblichen Sporen waren
meist Liicken (Vacuolen in den Einzelzellen und Liicken in
den Scheiden); vielfach wurden auch andere chromogene Ele-
mente (Chromatinkdrner) als Sporen angesprochen. In den
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Riesenzellen und alten Culturen sind ausserdem noch abweichende
Degenerations- und Involutionsformen beobachtet worden.

Bei der dusserst schwierigen Beurtheilung dieser Dinge ist es
rathsam, sich zuniichst auf die ungefihre Feststellung der Zahl der
Tuberkelbacillen und die Angabe der besonderen Erscheinungsform
zu beschrinken.

Bei diesen Methoden verhalten sich die Leprabacillen, wie
die Tuberkelbacillen, von denen sie morphologisch ausserdem nicht
ganz leicht auseinander zu halten sind. Die Differential-Diagnose
durch Firbung griindet sich bis jetzt darauf, dass sich die Lepra-
bacillen viel leichter firben, als die Tuberkelbacillen und in Bezug
auf die Leichtigkeit der Aufnahme von Farbstoffen kaum von irgend
einer Art iibertroffen werden, wihrend sie der Abgabe des Farb-
stoffs gegeniiber sich sehr resistent verhalten. Nach Baumgarten')
lisst man das Deckglas-Trockenpriparat 6 bis 7 Minuten in ver-
diinnter alkoholischer Fuchsinlosung (5 bis 6 Tropfen concentrirter
alkoholischer Lisung in einem Uhrglase destillirten Wassers) oder
auch in concentrirter wiissviger Fuchsinlisung schwimmen, entfirbt
!/, Minute in sauerem Alkohol (1 Theil Salpetersiure zu 10 Theilen
Alkohol), spilt die Siure in destillirtem Wasser ab, firbt in wiiss-
rigem Methylenblau nach, spiilt ab, untersucht in Wasser. Die
Leprabacillen erscheinen dann als rothe Stibehen auf blauem Grunde,
withrend Tuberkelbacillen in dieser Zeit bei dieser Behandlung noch
keine Farbe angenommen haben.

Allerdings hatten Lichtheim und de Giacomi gezeigt,
dass man auch Tuberkelbacillen ohne Alkali und Anilinwasser schon
in verdiinnten alkoholischen Ldésungen nach kurzer Zeit firben kann,
und Baumgarten stellte fest, dass man sie selbst in rein wiiss-
rigen Losungen von Violett und Fuchsin firben kann, doch in der
Kalte nur, wenn man sehr lange firbt, oder in kurzer Zeit nur
durch gleichzeitiges Erwirmen der Farblosungen.

Nach Neisser, Kiithne und Bordoni-Uffreduzzi firben
sich die Leprabacillen in Methylenblau sehr schlecht und schwer, doch

1) Ueber Untersuchungsmethoden zur Unterscheidung von Lepra- und
Tuberkel-Bacillen. Zeitschrift f. w. Mikroskopie I, 1884, 8, 367.

9.
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ist rothlich, das der Mononucleiren dunkelgrau. Sehr brauehbar ist
auch eine Mischung eines gelben, schwarzen und rothen Farhstoffs:
ein Volumen eines mit Aurantia gesiittigten Glycerin wird mit zwei
Volumen Glycerin versetzt, dann Anilinschwarz (Indulinsulfosiure)
und Eosin in Ueberschuss zugesetzt und durch langes Schiitteln ge-
sittigt. Diese gesiittigte, glycerinige Lisung farbt alle himoglobin-
haltigen Parthien intensiv orange, die Kerne blau bis grauschwarz
und selbst schwarz, die eosinophile Kérnung roth bis rothschwarz.

Zur Darstellung der neutrophilen Kornung dienen neutrale Far-
ben, welche durch Zusammentreffen von Farbbasen mit Farhsiuren
entstehen, z. B. wenn Siurefuchsin und Orange (G) mit dem basischen
Methylgrin gemischt werden. Man mengt nach Ehrlich 125 cem
ener gesiittigten wissrigen Orangelisung mit 125 cem  einer in
20°/1gem Alkohol gesiittigten Losung von Siurefuchsin, fiigt 75 eem
absoluten Alkohol hinzu und dann allmiihlich unter Schiitteln 125 cem
gesittigte witssrige Losung von Methylgrim. Die Lisung bleibt einige
Zeit stehen, es bildet sich dann sowohl ein Niederschlag, als ein
Hiutchen an der Oberfliche. Man fiihrt, um die Lisung ganz klar
zu erhalten, eine Pipette in die Mitte der Liosung, entnimmt hier
beliebige niederschlagsfreie Mengen; Pipette sowohl als Gefisse
miissen absolut trocken sein, weil sonst sofort wieder Triibungen
auftreten. In dieser Mischung firbt sich das Himoglobin gelb bis
orange, die Kerne griinlich, die neutrophile Kornung violett, die
eosinophile dunkelgrau mit einem Stich in’s Blaue.

Die Fiarbung der besophilen Granulationen erfolgt wie die der
Bakterien durch basiche Anilinfarben.

Die Wichtigkeit dieser Untersuchungsmethoden fiir den Nach-
weis von Mikroorganismen im Blute ist von Koch?') schon friher
dargelegt worden, hat aber die nithige Beachtung noch nicht iberall
gefunden. Die seit der 1. Auflage hier gegebene Darstellung war
deshalb durchaus erforderlich und um so nothiger, als in Folge der
schweren Zugiinglichkeit der Original-Arbeiten selbst unsere guten
Handbiicher der histologischen Technik hieriiber bis jetat ungeniigend
berichten.

1) Mittheilnngen, Bd. I, 1881, 8. 7.
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Metachromasie) nachweisen kinne, welche bald als Endosporen,
Arthrosporen, Vorstadien der Sporenbildung (sporogene Korner) oder
Kerne gedeutet wurden.

Die Darstellung der Korner gelingt 1) mit alkalischem Methylen-
blau, welehes man in der Kilte 15 Minuten einwirken lisst (Babes):
die Korner erscheinen roth (in verschiedener Intensitit) bis rithlich-
violett in den ganz schwach blan gefarbten Bakterien und sind in
Bezug auf Lagerung und Grosse nicht ganz gleich. 2) Die Priipa-
rate werden mit warmer (nicht siedender) Losung des alkalischen
Methylenblau gefarbt, in Wasser abgespiilt und 1 his 2 Minuten
mit wissriger Vesuvinlosung nachgefirbt (Ernst): die Korner sind
dunkelblau, fast blauschwarz auf leicht braunem Grunde. 3) Inten-
sive Farbung mit Hamatoxylin von Delafield (Ernst): die Kir-
ner werden schwarzviolett auf leicht lila Grund. 4) Bei schwachem
Anfirben mit Delafield’'schem Himatoxyilin erscheinen nach
Biitschli die Korner rothviolett (Farbe des angesiuerten Hima-
toxylins), die Centralkorper der Bakterien selbst blau (alkalisehes
Himatoxylin). . 5) Mit Kernschwarz (Ernst) erscheinen die Korner
schwiirzlich auf rauchgrauem Grunde. Die Korner werden nicht
durch kiinstlichen Magensaft, wohl aber durch alkalisches Trypsin
verdaut, gelost. Hiernach sind die  obigen Annahmen der Natur
der Korner unrichtig. Die Korner sind vielmehr nach Bitschli?)
Chromatinkornchen. Durch diese Beobachtung und die Art der
Anordnung dieser Korner wird die zuerst von mir?) begriindete Au-
sicht, dass das Wesentliche des Inhalts, das sogenannten Protoplasma
der Bakterien kein Homologon des Protoplasma der Zellen, sondern der
Kern ist, durch Biitschli exacter begriindet. Je nach der Grosse
der Bakterien wird aber um diesen Kern weniger oder mehr dchtes
Protoplasma nachweisbar, aus dem sich erst die Membran mit den
(ieisselscheiden differenziven, wiithrend hiernach die wirklichen Geis-
seln Fortsiitze des dchten Protoplasmamantels der Kernsubstanz sein
miissen. Bei der Theilung verhilt sich die Kernsubstanz, d. h. der
grossere und wesentlichste Theil des Inhalts, wie ich im Kapitel

1) Ueber den Bau der Bakterien, 1330.
2) Die Formen der Bakterien 1886, S, 94.
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« Um Stichkulturen zu hirten, verfihrt man folgendermaassen:
Man schneidet oder sprengt entweder das Kulturglas auf und nimmt
beliebig grosse Stiicke Agar oder Gelatine mit dem gewiinschten
Abschnitte der Kultur mit scharfem Messer heraus oder man wirmt
das Glas leicht an, so dass der Gelatinecylinder ganz herausgleitet,
oder man sticht mit einem Korkbohrer den ganzen Impfstich aus.
Die im Korkbohrer sitzenden Gelatine- oder Agarsiiulen stisst man
dann mit einem Glasstabe hervor und iibertrigt nunmehr die Gelatine
oder das Agarstiick mit der Kolonie sofort in 96°/, Alkohol. Nach
Neisser bringt man die Gelatinecylinder je nach der Grisse 1 bis
4 bis 8 Tage in eine 1°/, Lisung von Kali bichrom. im Lichte.
Darauf werden die Stiicke in Wasser griindlich ausgewaschen und
dann in 70°/; und darauf in 969, Alkohol ibertragen. Nach der
Hiirtung in Alkohol werden entsprechende Stiicke mit Gummi anf
Kork fixirt und wie Gewebestiicke mit dem Mikrotom geschnitten,
Die Firbung in basischen Anilinfarben gelingt gut, weil sich mit-
gefirbte Theile der Gelatine bei der Nachbehandlung in Alkohol
oder Anilindl wieder entfirben.

Biondi filtrirt 2°/, Losungen von Osmiumsiure derart, dass
20 cem haltige Gliser je 5 cem dieser Liosung enthalten. Mit blut-
warmer Pipette wird nunmehr das Blut entnommen und davon lisst
man 1 bis 2 Tropfen in 5 cem dieser 29/, Osmiumsiureldsung fallen.
Um ein Verkleben der einzelnen Elemente zu verhiiten, vertheilt
man sorgfiltig durch Hin- und Herbewegen und lisst dann rubig
stehen. Dabei senken sich zuerst dis rothen, dann die weissen Blut-
zellen und die Blutpliattchen und man kann die einzelnen Zellarten
igsolirt entnehmen. Man kann aber vor der Entnahme diese Elemente
auf'’s Neue durch vorsichtiges Bewegen der Fliissigkeit in derselben
gleichmissig vertheilen und von dieser Mischung des Blutes mit
Osmiumsiture mittelst einer Pipette mit breiter Oefinung 4—5 Tropfen
entnehmen, welche man in etwa 5cem bei 37° flissig gehaltenes
Agar giebt. Durch rotirende Bewegung vertheilt man die Blut-
Osminmsiiuremischung gut in dem fliissigen Agar und giesst dasselbe
dann in Papierkiistchen, in denen das Agar schnell erstarrt. Nach
dem Erstarren folgt Hirtung in 839/, Alkohol und dann Zerlegen
in Schnitte. Die Herstelluong des Agar wird spiiter beschrieben.

b ",:"i‘-!."'!-"r:- LRl e i
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Bei diesen Hirtungen ist das Agar-Agar oft nicht schnittfihig.
Man durchtrinkt deshalb die Schnitte mit Bergamottol, dann mit
einer Mischung von Bergamottsl und Paraffin und endlich 12—24
Stunden in reinem Paraffin, welches withrend dieser Zeit im Briit-
ofen gehalten wird und erst dann durch Erkalten zum Erstarren
gebracht wird. Nach dem Schneiden erfolgt die Entfernung des
Paraffin durch Bergamottil, dann folgt Alkohol.

Sehliffpriparate haben bis jetst nur ein ganz untergeord-
netes Interesse fiir die Bakteriologie und Mikroparasitologie. Nach
van Tieghem!) sollen fossile Pflanzentheile, welche in mehr oder
minder macerirtem Zustande verkieselt sind, auf Diinnschliffen dieselbe
Art der Zerstirung der Zellwinde erkenoen lassen, welche fiir die
Cellulosegiihrung charakteristisch ist. Dabei fand van Tieghem
die verkieselten Reste einer Bakterie, welche er fiir Amylobakter s.
Clostridium butyricum erklirte.

W. Roux? fand in Knochenscbliffen aus dem Rippenstick
einer im vorigen Jahrhundert ausgestorbenen Seekuh, Rhytina Stelleri,
von den Knochenkaniilen ausgehende, sich veriistelnde Kaniile. Das-
selbe fand er in alten Knochen aus der Sekundirzeit, dagegen fehlten
dieselben in frischen und alten Knochen der Jetztzeit. Roux fasst
diese abnormen Kanille als Produkte von Mikroorganismen auf und
zwar von einem im Meerwasser lebenden, noch unbekannten Pilze,
den er Myecelites ossifragus nennt.

() Das Fiirben der Schnitte. Vorfirbungen der gehiirteten
Sticke- in toto sind wegen der zm ungleichmissigen Beschaffenheit
pathologisch verinderter Organe fast nie zu gebraucheu, sondern
jeder Schnitt muss fiir sich behandelt werden. Nach dem Schueiden
der Gewebe werden bei allen Methoden die Schnitte schliesslich in
absolutem Alkohol entwissert. Macht man in den frither ange-
gebenen Weisen Kernvorfirbungen dieser Schnitte, indem man die-
selben direkt aus Alkohol in die Farben bringt oder indem man sie
aus Alkohol erst in Wasser und von hier in die Farben bringt, so
werden die gefirbten Schnitte in Wasser ausgewaschen und dann in

— -
1) Comptes rendus 1879, Bd. 89, 8. 1102,
¥) Zeitschrift f. wissenschaftl. Zoologie 1587, Bd. 45, 8. 227.
























































































200 Die experimentelle Technik.

Instrumente ausserordentlich und man kann deshalb b) die Instru-
mente in besondere Behilter aus Kupfer- oder Eisenblech legen und
sie. mit diesen Behiiltern in einem Trockenschrank bei 150° steri-
lisiren.

Das griindliche mechanische Reinigen und Putzen der Intru-
mente ist schon die bessere Hiilfte der Desinfection, weil die glatten
Flichen zum Haften von Keimen nicht geneigt sind. Derartig
vorbereitete Instrumente kann man auch ¢) wie besonders fiir die
irztliche Praxis von Davidsohi?) empfohlen wird, 5 Minuten im
Wasserbade oder Dampfstrome kochen, wobei sie weniger leiden als
durch das direkte Glihen. Nach dem Herausnehmen werden die-
selben mit stepilisirtem Tuche abgetrocknet und gegen Stanb ge-
schiitzt, abgekiihlt.

Der Trockenschrank oder Sterilisationsappart fiar
heisse trockene Luft?) besteht in seiner einfachsten Form aus
einem doppelwandigen Kasten von Eisenblech mit Kupferboden
Fig. 8. Die Regelung der Temperatur
erfolgt durch Thermometer, t, und Ther-
moregulator, r. In der neuesten Zeit
bringt man meist auch eine Cirkulations-
vorrichtung fiir die erhitzte Luft an,
wodurch die nothwendige gleichmissige
Erhitzung des Innenraumes erst gesichert
wird. Den Innenraum kann man durch
Einlagen von Blech oder Draht nach
Bedarf abtheilen. Die Dimensionen rich-
ten sich nach dem Bedarf. Das An-
wirmen von 10 bis 20 Minuten abge-
rechnet, betrigt die Zeit der Sterilisirung
eine Stunde bei ca. 150° C.

Zum Erwirmen dieser und spiter zu besprechender Apparate
dient meistens das Gras, doch hat man auch fir geniigende Petro-

Fig. 8.

1) Berl. klin. Wochenschrift 1838, No. i :
2) Fiir wanche Einzelheiten iber diesen und die anderen Apparate sind
auch die illustrivten Kataloge zu Rathe zu ziehen.
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Inneren befindet sich im unteren Drittel bei R ein Rost; der Raum
unter demselben wird zu etwa %, mit Wasser gefiillt, welches durch
Unterstellen von mehreren Gasflammen (Drei- oder Fiinfbrenner)
oder durch einen Flammenkranz schnell in’s Sieden gebracht und
durch eine Flamme im Sieden gehalten wird. Als Verschluss dient
ein helmartiger Deckel, 1), aus Weissblech mit Filz- oder Ashest-
iiberzug, der nicht ganz hermetisch schliesst, so dass der Dampf an
den undichten Stellen entweichen kann. Im Helme wird ein Ther-
mometer, th, angebracht. Kleine Formabweichungen, welche hei
der Herstellung angewendet werden, haben an dem Princip nichts
geindert.

Dem Apparate ist ein Einsatzgefiss beigegeben, in welches die
kleinen Kolben, Gliser ete. gestellt werden; an den Henkel des Ge-
fisses oder am Halse grisserer Kolben befestigt man Schniire zum
bequemen Heben und Senken, welche man an die am Rande des
Cylinders befindlichen Haken, H, anbindet. Die Zeit des Sterili-
sirens betriigt ca. 2 Stunden.

Der Apparat kann auch etwas griossere Dimensionen haben.
Bei starker Ueberschreitung dieser Dimensionen sind Salzldsungen
erforderlich, wenn der Dampf beim Ausstrémen 100° haben soll.
Dadurch, dass der Dampf nicht ganz frei entweichen kann und eine
Abgabe der Wirme nach Aussen dorch Strahlung verhiitet wird, ist
die Temperatur im Inneren von der Oberfliche des Wassers bis zum
Helme eine fast gleichmissige und da der Deckel nicht hermetisch
abgeschlossen ist, Gibersteigt die Temperatur des Dampfes die Siede-
temperatur nicht, sondern giebt die den Druckverhdltnissen ent-
sprechende Siedetemperatur des Wassers, d. h. bei annihernd nor-
malem Barometerstande ca. 100° C,

Die Vortheile des Apparates liegen in der Billigkeit und der
Unmiglichkeit bei Anwendung von Wasser 100° zu ibersteigen, so
dass alle Substanzen damit sterilisirt werden kinnen, welche 1007
ertragen, aber bei Steigerung iiber 100° alterirt werden. Der Aus-
gleich der Temperatur geht sehr prompt von Statten und die tech-
nische Ausfiihrung der Apparate kann kaum einfacher sein und da-
mit wird die Abhingigkeit von der technischen Ausfiihrung auf ein
Minimum reducirt. Der Apparat hat durch Muencke, Rohrbeck,
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ither den Flissigkeiten gebildete Dampf iiberhitzt werden. Man
muss deshalb stets Temperatur und Druck ablesen, um iiber die
Reinheit des Dampfes sicher zu sein, von der die prompte Leistungs-
fihigkeit des Apparates abhingt.

Nach dem vorher Gesagten, ist der Digestor, der Dampf-
kochtopt oder Papin'sche Topf filr gespannten Dampf der
Sterilisationsapparat fir alle Substanzen, welche mehr als 100° C.
vertragen. Da dies die meisten Substanzen sind, so difte er wohl
schon jetzt als der Sterilisationsapparat der Zukunft zu bezeichnen sein,
der allmihlich in den Laboratorien die Stelle einnehmen muss,
welche bei uns jetzt oft dem Apparate fiir strdbmenden Dampf ein-
geriumt wird. Bei bescheideneren Mitteln hat man damit zu rech-
nen, dass der Apparat theuerer ist als der Koch’'sche und dass
man in diesem hillicen Apparat durch diseontinuirliches Kochen in
lingerer Zeit dasselbe Resultat erhalten kann. Auf der anderen
Seite ist aber die Zeit auch sehr kostbar und viele Substanzen

Fig. 12, leiden bei der kurzen Zeit, welche
zum sicheren Sterilisiren bei 110
bis 120" erforderlich ist, weniger,
als bei den vielen Stunden, welche
sie im stromenden Dampfe von
100¢ verbringen miissen.

Eine sehr gute Form ist die
von Heydenreich nach den Er-
fabrungen aus Naegeli's und
Pasteur’s Laboratorium angege-
hene, Fig. 12. Die kleineren Appa-
rate von 30 cm Hohe und 20 cm
Breite erfordern zum Anheizen mit
der geniigenden Anzahl Flammen
der Heizringe K und L 8 bis 10
Minuten, die mittleren A pparate von
45em Hohe und 30em Durchmesser etwa 10 bis 15 Minuten. Der
kleinere Kessel fasst etwa 2 bis 3, der gréssere b bis 6 Liter Wasser.
Der eigentliche aus Kupfer gearbeitete I{essel ist umgeben von einer
Umhiillung, H, aus Eisenblech, welche die Wirme der Flammen
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des Deckels aus dem Apparate entfernt und ausserhalb zeitweilig ge-
iffnet werden. Um dem zu entgehen, hat Fol') einen kleineren
Apparat gewiihlt, in dem die N#ahrlosungen direct erhitzt werden.
Der Apparat, Fig. 13, wird soweit gefiillt, dass das untere Ende des
Thermometer-Tubus th sicher eintaucht, Dann wird der Deckel
durch die Schraube s fest angezogen. Wihrend des Kochens ist die
Metallrishre t, welche vorher schon fiir sich sterilisirt war, so weit
herausgezogen, dass das untere Ende o etwas unterhalb des Deckels.
etwa beim Buchstaben t, steht; in Folge des Schlusses der Klemme k

kann durch die Rohre t kein Dampf entweichen. Bei zu starker
Spannung tritt das Sicherheitsventil sp. in Thitigkeit. Das Ueber-
filllen der Flissigkeit B in den Kolben b geschieht ohne Oeffnung
des Deckels einfach dadurch, dass nach dem Erkalten die Rohre t
in die Fliissigkeit B heruntergedreht und die Klemme k gedfinet
wird. Die Fliissigkeit geht -dann von o aus durch die Rohre t und
die Kaniile C in den Kolben b; die einzige besonderer Beachtung
bediirftige Stelle der Leitung befindet sich im Halse des Iolbens
bei v. der durch einen besonderen Verschluss geschiitzt ist. Ein

1) Nouvelle méthode pour le transvasage de bouillons stérilisées. Archives
des sciences physiques et naturelles. Geneve, Bd. XI 1584, 8. 57.
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von vorn durvch eine mit Wasser gefiillte Thiire Th, deren Wasser-
masse mit dem Ansatze A communieirt, welcher durch die darunter
befindliche mit der Thiire verbundene Flamme erwirmt wird, so
dass Oeflnen und Schliessen der Thiire deren Temperatur nicht alte-
rirt. Das Thermometer th und der Thermoregulatur g reguliren
die Temperatur der Thiire, wihrend die Thermometer th' und th?
und der Thermoregulator g' die Temperatur des iibrigen Theiles in
Ovdnung balten. Eine weitere Verbesserung hat Minecke auf
meinen Vorschlag ausgefiihrt.
indem er den Boden nicht
horizontal hilt, sondern nach
unten und der Mitte abfallend
verlaufen lisst; der Inhalt
des Apparates wird dadurch
der Wiirmequelle mehr ent-
riickt und der directen Wir-
kung des am meisten schwan-
kenden Theiles des Apparates
ganz entzogen; die Erwirmung
des Apparates ist nicht nur
durch die bessere Form des
Bodens. sondern auch dadurch
noch gleichmissiger gemacht,
dass die Ableitungsréhren far
die  Verbrennungsgase den
Wassermantel  durchziehen.
Endlich habe ich an meinen kleinen Thermostaten die Einrichtung
getroffen, dass er zugleich zum discontinuirlichen Sterilisiren und
Erstarren von Serum dient, so dass ein besonderer Apparat zum
letzteren Ywecke ganz tberflissig wird. Aehnliche Apparate hat
Rohrbeek construirt.

Die discontinuirliche Sterilisation unter 75" wirkt auf manche
Salzlosungen in Folge der langen Einwirkung ebenso zersetzend, wie
die Siedetemperatur in kurzer Zeit. Zum Sterilisiren leicht zersetz-
licher Ammoniaksalze und besonders des sehr leicht in kohlensaures
Ammoniak zerfallenden Harnstoffs hatte ich es desshalb vortheil-
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die Spitze von b an der Flamme zugeschmolzen, so dass durch den
Pfropf a nur filtrirte Luft zutreten kann. FEine etwas bessere Form
dieser Kolben stellt Fig. 19 dar, fir welche sonst dasselbe gilt, wie
fir die Figur 10. K ist der Kolben, h das mit Wattepfropf w ver-
schlossene zum Saugen bestimmte Ende und a das zum Einfiihren
in das Herz oder Gefiss dienende capillar ausgezogene Rihrchen,

Stammt das Blut von gesunden Thieren, so trennt sich der
Blutkuchen von dem Blutserum; auf dem letzteren bildet sieh bis-
weilen ein feines Hiautchen aus feinsten Fetttropfchen und verdnderten
Blutplittehen. Die zelligen Elemente verfallen allmihlich einer
regressiven Metamorphose, die Granulationen treten aus, aber das
sind keine Kokken! Wirkliche Bakterien treten nicht auf und die
im Blute nach Salomonsen sich so charakteristisch entwickelnden
Fiulnissflecke bleiben aus und doch sind derartige Blut-Granula so-
wohl direct als Bakterien aufgefasst, als auch als Bakterien durch
Anamorphose des Protoplasma erklirt worden.

Zur Entpahme von Mileh bedarf es ebenfalls grésster Reinlich-
keit; man muss die Milehdriisen #dusserlich desinficiren, dann steri-
lisirte Glasrdhrchen in den Ausfihrungsgang der Driise einfiihren und,
nachdem etwas Mileh unhenutzt vorbeigeflossen ist, die Mileh direct
in die sterilisirten Gefiisse durch leichten Druck auf die Drise ein-
fiillen.

Frische Eier werden nach meinen Beobachtungen') am besten
sorgfiltig gereinigt, dann wird die Schale mit Sublimatlosung steri-
lisirt, darauf mit sterilisirtem Wasser abgespilt und daon werden
dic Fier mit steriler Watte - abgetrocknet. In diesem Zustande
konnen die ganzen Eier verwendet werden. Will man den Inhalt
ganz, oder Figelb und Eiweiss gesondert prifen oder zu Kultur-
swecken verwenden, so wird die Schale mit geglihtem Messer auf-
geschlagen und der Inhalt sorgfiltig in sterilisirte Gefasse ubertragen.
Nach Gayon sollen allerdings alle Bier Keime enthalten. Nach
meinen Beobachtungen ist dies nicht ganz zutreffend und das sterile,
nicht gekochte Ei ist fiir viele Mikroorganismen ein ausgezeichneter

1) Centralblatt fir Bakteriologie 1588, Bd. IV, No. 3.
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Nibrboden, withrend es andererseits fiir andere Arten ganz ungeeignet
zu sein scheint.

Bei vorsichtiger, reinlicher Entnahme erfolgt weder aus unor-
ganisirter Materie, noch aus ,Stickstoffsplittern*’, noch aus Mikro-
zymen, noch aus den Zellgranula oder durch ,,Anamorphose des
Protoplasma* die Bildung irgend eines Organismus, nicht einmal
eines Kokkus, was allerdings viele Autoren nicht abgehalten hat,
Molecularbewegung zeigende Korper differenter Herkunft fiir dchte
Kokken anzusprechen, aus denen sich dann spiter auch Bacillen ete.
entwickeln gollten. Die zur Ausfihrung dieser Versuche erforderliche
technische Fertigkeit ist nur durch viele Einzelversuche zu erreichen.
Die bisherigen negativen Erfolge waren bis auf einige die Regel nur
bestitigende, sichere Ausnahmen, z. B. von Klebs und Wysso-
kowitsch, nachweislich nur durch ungentigende Technik erreicht,
weshalb derartige Aeusserungen von Befunden von Organismen in
den gesunden Siften, von Bildung von Mikroorganismen aus unor-
ganischer Materie, aus Mikrozymen, aus dem Protoplasma durch eine
,»Anamorphose* desselben die schirfste Kritik und vor Allem die noeh
schwerere Selbstkritik erfordern.

Keimfreie Riiume, in welchen die Luftinfeetion, welche wir
jetzt nicht mehr so sehr und ausschliesslich wie frither fiirchten,
fast unmoglich gemacht ist, erhilt man nach H. Buchner, Fitz
und Tyndall leicht dadurch, dass man mit Glasscheiben versehene
Holzkasten nach Art der zur Aufnahme der Wagen bestimmten an-
wendet, welche vor dem Gebrauche innen und aussen grindlich mit
Wasser angefeuchtet werden, so dass kein Stiduben mdglich ist.
Auch eine auf- und abbewegbare Glocke kann gute Dienste leisten.

Unumginglich nothig sind von anderen Apparaten noch Briit-
ofen, Vegetationskasten oder Thermostaten. Grosse Laboratorien,
welche iber die erforderlichen Mittel und Riume verfiigen, werden
gut thun, sich nach Pasteur’s Vorgang ein ganzes Zimmer direct
als Britraum einzurichten. Sonst ist es wenigstens gut, die Ther-
mostaten in Riumen unterzubringen, welche mdglichst gegen Tempe-
raturschwankungen gesichert sind.

Im Nothfalle kann man jeden Topt zum Thermostaten ein-
richten, wenn man ihn mit einem Thermoregulator versieht und gegen
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Einen etwas anderen Membran-Regulator verwendet Desa ga-
Heidelberg, der ehenfalls recht gut ist.

Rohrbeck') giebt dem Apparate eine ovale Form, Fig. 22,
um todte Kcken zu vermeiden. Derselbe ist mit Ventilation, b
und V,, versehen und mit Thermometern Th, fiir den Wassermantel
W und Th, fiir den Innenraum J und ausserdem mit Manometer
ausgestattet. Zur Wirmeregulation dient
ein Thermoregulator mit Dampftension
R. Der Raum K kann mit dem eigent-
lichen Arbeitsraume J in Verbindung ge-
setzt werden und eine eingesetzte Schale
mit Wasser kann fiir Feuchtigkeit der
Kammern sorgen, wenn dies gewiinscht
wird.

Ich?) hatte, um einen sehr genauen
und doch relativ billigen Thermostaten
zu erzielen, die erwirmte Luft mit zur
Erwirmung der Fliissigkeit verwendet.
Da dieses Prinzip sich gut bewihrt hatte,
ging Muencke auf meinen Wunsch
dazu iiber, das Prinzip unter Verein-
fachung des ganzen Apparates in einem
neuen Thermostaten einzufiithren, der
gleichzeitig mit dem Rohrbeeck 'schen
Apparate herauskam, Fig. 23. Die
Flissigkeit wird nicht direet von der
Flamme erhitzt, sondern allseitig von
R R WWHE;:}' " der erwirmten Luft des unteren Raumes
K und des seitlichen und oberen Raumes al. erwirmt. Dieser
warme Luftmantel kann durch eine Firstventilation V; leicht re-
gulirt werden. Die Ventilation des Innenraumes erfolgt durch
V, und V,. Der Innenraum J selbst ist auch innen durch eine iso-

Fig: 22,

|

1) Centralblatt fiir Bakteriologie 18387, II, No. 3.
2) Deutsche med. Wochenschrift 1886, No. 17; Centralblatt fiir Bakterio-
logie 1887, I, No. 20.
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Berlin, Rohrbeck-Berlin, Wiesnegg-Paris, Lautenschliiger-
Berlin, Desaga-Heidelberg und fiir die Sterilisirungs-Apparate mit
gespanntem Dampft besonders an Stollnreuther-Minchen.

2. Die Nihrsubstrate.

Bakterienvegetationen werden spontan in Fliissigkeiten und suf
festen Substraten beobachtet. Die ersten Experimente wurden bei
dem zuniichst gegebenen Ausgangspunkte von Infusionen und gahrungs-
fahigen Flussigkeiten vorwiegend mit Flissigkeiten angestellt. Nach-
dem man einmal auf den Einfluss der zersetzungsfihigen Kirper auf-
merksam geworden war und eine Abhingigkeit der Bakterienvegetation
vom Nihrboden kennen gelernt hatte, fihrten diese Beobachtungen
dazu, solche Fliissigkeiten zu wihlen, welche wmoglichst vielen
Arten anndhernd gleich giinstige Bedingungen hbieten sollten. Solehe
universell verwerthbare Losungen bezeichnete man oft als Nor-
mallésungen im Gegensatze zu den prinzipiell anders gewihlten
Lisungen, welche einem ganz speziellen Zwecke dienen sollten. Man
variirte demgemiss zweitens die Losungen derart, dass sie fiir einen
conereten Fall die relativ besten wurden, in der Hoffoung, dass in
einer solchen Losung im Gegensatz zu den Normalldsungen eine
bestimmte Art alle iibrigen unterdriicken wiirde.

Von den kiinstlichen Normalldsungen fir die Bakterien ist die
ilteste die ,Pasteur’sche Flissigkeit*!), welche aus 1 Theil wein-
sanrem Ammoniak, 10 Theilen Kandiszucker und der Asche von einem
Theile Hefe auf 100 Theile Wasser besteht.

A. Mayer ?) wandte statt der Hefenasche eine Lisung der in
der Hefenasche enthaltenen Salze an. Cohn®) gewann dann, indem

1) Annales de Chimie et de Physique, Bd. 58, 8. 323, deutsch von Griess-
mayer: Die Alhohol-Gihrung 1878.

2) Unters. fiber die alkohol. Géihrung 1869, Lehrbuch der Githrungs-Chemie,
3. Aufl., 1879.

%) Beitrige zur Biologie der Pflanzen I, 2. Heft, 5. 135.
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. Eiweiss (Pepton) und Zucker;

Leucin und Zucker;

weinsaures Ammoniak oder Salmiak und Zucker:

Eiweiss (Pepton);

Leucin;

weinsaures Ammoniak; bernsteinsaures Ammoniak; Aspa-
ragin ;

7. essigsaures Ammoniak.

Ad 1. ist zu beachten, dass die Bakterien die Fihigkeit he-
sitzen miissen, das Eiweiss in Pepton iiberzufithren und Milchzucker
und Rohrzucker zu hydratisiren, so dass man am sichersten Pepton
und Traubenzuecker nimmt.

Fir die Mineralbestandttheile ermittelte Naegeli am besten:

Kaliumphosphat 0,1 gr, Magnesinmsulfat 0,02 gr, Caleiumchlorid
0,01 gr auf 100 Theile Flissigkeit. Darf die Reaction sauer sein,
so nimmt Naegeli saures Kaliumphosphat (KH,PO,), fiir neutrale
und alkalische Lisungen Dikaliumphosphat (K, HPO,). Je schlechter
nihrend die N- und C-Gruppen sind, desto weniger concenfrirt darf
die Salzlosung sein, wihrend bei gut nidhrenden C- und N-Gruppen
diese Normalconcentration iberschritten werden darf. Daraus leitet
Naegeli folgende ,NormalflissigkeitenfirSpaltpilze® her:

1. Wasser 100 cem, weinsaures Ammoniak 1 gr, K,HOP, 0,1 gr,
MgS0, 0,02 gr, CaCl, 0,01 gr.
II. Wasser 100 cem, Eiweisspepton 1 gr, K,HPO, 0,2 gr, MgSO,
0,04 gr, CaCl, 0,02 gr.
I11. Wasser 100 cem, Rohrzucker 3 gr, weinsaures Ammoniak
1 gr, K,HPO, 0,2 gr, MgS0O, 0,04 gr, CaCl, 0,02 gr.

Statt 1 gr weinsaures Ammoniak kann in III dienen, die gleiche
Menge eines anderen Ammoniaksalzes, oder 0,5 gr salpetersaures
Ammoniak, oder 0,7 gr Asparagin, oder 0,4 gr Harnstoff,

Gegen die Zusammensetzung dieser mineralischen Losungen
wird der Chemiker einwenden diirfen, dass bei alkalischer Reaction
ein Theil der Phosphorsiure ausfallen muss, so dass die Losungen
in Wirklichkeit nicht immer der angegebenen Zusammensetzung ent-
sprechen, sondern oft nur einen rein empirischen Charakter tragen

=2 I LTS L S
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Fermentbakterien, aus einem Gemische mit anderen Arten zu isoliren.
In Ermangelung anderer Anhaltspunkte wihlt man, wie in den
ersten Versuchen von Pasteur, zum Ausgang die Flissig-
keit, in welcher die Bakterien spontan heobachtet
wurden. Fir Mikroorganismen, welche auf festen Substraten
beobachtet wurden, stellt man sich Decocte oder Infuse aus
diesem Substrate her, von frischem Mist, von siissen, getrock-
neten Frichten, Heu, Wurzeln n. s. w.

»Eine Nihrlosung, welche diejenigen Substanzen gelost enthilt,
die in einem festen Substrate, worauf ein Pilz in der Natur vor-
kommt, sich finden, wird nach Brefeld!) auch mit aller Wahu-
scheinlichkeit ein geeignetes Substrat fiir die Entwicklung des Pilzes
abgeben.* Die Losungen werden fiir Pilze meist schwaeh
sauer gehalten, fur Bakterien in der Regel durch Am-
moniak, Dinatriumphosphat oder Natrium-Carbonat
neuntralisirt oder sechwaeh alkalisch gemacht, aufge-
kocht und filtrirt. Das Sterilisiren kann durch Kochen, durch
strimende und gespannte Dimpfe erfolgen; die saueren Lisungen
sind im Allgemeinen schneller steril zu machen als die alkalischen.

,Mit der Anwendung klarer, pilzfreier Nihrlosungen, in welchen
sich die Untersuchungen der Pilze durch directe Beobachtung mit
derselben Leichtigkeit ausfiihren lassen, als ob sie in dem durch-
sichtigen Wasser lebten, wird .die mykologiseche Untersuchung gleich-
sam in eine algologische nmgewandelt, d. h. es sind mit den Niihr-
losungen die Bedingungen fir die Entwicklung der Pilze kiinstlich
hergestellt, unter welchen wir die Algen, die meistens das Wasser
hewohnen, ohne weiteres natiirlich antreffen.*

Mit diesen Worten von Brefeld (L. e. 8. 7) ist der Haupt-
vortheil der Nihrlosungen auch fir Bakterienculturen treffend ge-
kennzeichnet,

Handelt es sich nicht darum, eine bestimmte Art aus einem
(remische mit anderen Arten zu isoliren, sondern will man ermitteln,
wie viel verschiedene Arten in einem ganz unbekannten Gemische, z. B.

1) Kulturmethoden zur Untersuchung der Pilze. Botanische Untersuchungen
iiber Schimmelpilze, Heft IV, 1881, 8. 5.
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5. Am meisten scheint mir aber fiir diese Zwecke die Bonillon
von Loffler?) zu leisten: '/, kg gutes fein gehacktes Ochsen-
fleisch wird mit 1 Liter destillirtem Wasser versetzt, gut
durchgeriithrt und bleibt 24 Stunden im Eisschranke stehen.
Ddapn wird dasselbe durch Gaze, event. mit einer besonderen
Fleischpresse, gepresst und die Flissigkeit durch Zusatz
von destillirtem Wasser wieder auf 1 Liter gebracht. Zu
diesem tritben Fleischwasser fiigt man 10 gr trockenes Pep-
ton und 5 gr Kochsalz und kocht auf, nentralisirt die heisse
Losung mit Natriumearbonat- oder Natriumphosphatlisung
und koeht dann 1 bis 2 Stunden im Papin’schen Topfe
oder Dampfsterilisirungs-Cylinder, Nach dem Erkalten filtrirt
man durch eine doppelte Lage von Filtrirpapier und sterilisirt
die durch destillirtes Wasser auf 1 Liter gebrachte Fliissig-
keit durch stromende Dimpfe in zwei Stunden, was ev.
spiter noch einmal zu wiederholen ist, oder noch besser und
schneller eine halbe Stunde in gespannten Dampfen von
1209 Sollte noch ein feiner Niederschlag entstehen, so
kann man am folgenden oder zweiten Tage noch einmal
filtriren und durch Dampf sterilisiren.

Fiir Hefen und Pilze muss man die Bouillon sauner lassen, im
Uebrigen aber ebenso behandeln wie die neutrale und alkalische.
Am meisten empfiehlt sich aber fiir diese Zwecke die schwach sauere
Bierwiirze, welche ohne neutralisirt zu werden, aufgekocht. filtrirt
und dann durch Dampf sterilisirt wird. Weniger allgemein brauch-
bar, aber fir Hefen oft recht zu empfehlen, ist auch der pasteurisirte
d. h. durch relativ niedrige Temperaturen sterilisirte schwach sauere
Trauben-Most, den man in manchen Weingegenden im Grossen
herstellt.

Von grosser Wichtigkeit ist noch die Mileh. Dieselbe muss
in Glisern von bohmischem Glase oder in griindlich gewiissertem
weichem Gilase aufgenommen werden. Zum sicheren Sterilisiren muss
man gespannten Dampf von 120° 10 bis 15 Minuten einwirken

1) Mittheilongen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte, 1581, Bd. I,
&, 169.
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arten wenigstens so giinstige Bedingungen bieten, dass
sich die Keime bis zu erkennbaren und trennbaren
Kolonien entwickeln konnen. Dies leisten die S. 243 angege-
henen Liosungen, vor Allen die von Léffler angegebene Fleischhriihe.
Man fiigt zun einem Liter ausgepressten Fleischsaft 10gr trocknes
Pepton, 5gr Kochsalz und 100 gr reinste Gelatine, 1ost die Gelatine,
durch Erwirmen im Wasserbade, neutralisirt die warme Losung mit
kohlensauerem oder phosphorsaurem Natron, kocht 1 bis 2 Stunden
lang auf dem Wasserbade und filtrirt heiss.

Man bedient sich zum Filtriren eines Heisswassertrichters,
Fig. 24 (T), bei dem die zwischen dem Glastrichter und dem fusseren
Kupfermantel befindliche Wasserschicht durch
eine  Flamme warm gehalten wird, welche
unter dem seitlichen, mit dem Wassermantel
in Verbindung stehenden Ansatze a angebracht
wird. Gewdhnlich filtrirt man durch ein
glattes oder Faltenfilter aus Filtrirpapier.
Weniger bequem gelingt es ohne diesen Heiss-
wassertrichter, wenn man successive kleine,
heizse Portionen filtrirt, wobei man vortheil-
haft durch eine kleine Flamme den gewdhn-
lichen Glastrichter von Zeit zu Zeit vor-
sichtig-anwiirmt. Jac obi?) hat zur Beschleu-
nigung des Filtrirens vorgeschlagen, eine
grosse Titrirrdhre von 1,5 Liter Rauminhalt,
von ca. 70cm Linge und 6em Durchmesser iiber der unteren Aus-
flusséffnung mit einer 5em hohen Schicht von entdlter Watte fest
zu verstopfen. In diese Rohre wird die verfliissigte heisse Gelatine
auf das Wattefilter aufregossen. Darauf wird die Rohre am
anderen Ende mit einem fest schliessenden und gut zu befestigenden
Gummipfropf verschlossen, welcher in einer Durchbohrung ein Glas-
rohr triigt. Dieses Glasrohr wird dann mit einem Geblise ver-
bunden und nun durch Compression der Luft in der Rohre tber der

Fig. 24,

1) Centralblatt fiir Bakteriologie 1888, Bd. IlI, No. 17.
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erst die (am besten sogar vorher bereits verfliissicte) Gelatine mit
dem Blecheylinder einsetzt. Die Zeit des Anwirmens von 100° auf
120 % wird dadurch so stark abgekiirzt, dass man bei geringen Mengen
(zelatine in jedem Kolbehen oder Reagirglase dieselben 10 bis 15
Minuten der Temperatur von 120° ansetzen kann ohne die Gelatinir-
barkeit aufzuheben oder wesentlich zu vermindern.

Fiir solche Fermentorganismen, welche einen saueren Nihrboden
erfordern, wie Hefen und Pilze, ist die Wiirzgelatine als die
universellste zu bezeichnen. Bierwiirze wird mit 10°/; Gelatine ver-
setzt, die letztere durch Erwirmen verfliissigt und das ganze einige
Zeit gekocht Darauf wird ohne zu nentralsiren filtrirt. Die Aeci-
ditiit, welche auf diese Weise resultirt, ist etwas grosser als die
der Wiirze vor dem Gelatine-Zusatz; doch habe ich niemals davon
eine  Unzutriglichkeit bemerkt. Winscht man genau denselben
Siuregehalt zu erhalten, dann muss man den Sdure-Ueberschuss
der Gelatine duoreh Natriumphosphat neutralisiren und mit sehr
empfindlichem Reagenzpapier oder ganz genau titrimetrisch ein-
stellen.

Milch hatte sich mir bereits friither in Form einer Milch-
serumgelatine bewihrt, doch waren die Vortheile nicht gross
genug, um diese relativ schwierige Herstellung allgemeiner em-
pfehlen zu kinnen, da alle von mir damals untersuchten Organismen
auf der viel bequemer herzustellenden gewdhnlichen neutralen Fleisch-
wasser-Peptongelatine eben so gut wuchsen. Neuerdings bat van
Puteren!) wieder die von mir schon 1883 verwendete Art em-
pfohlen, indem er das Kasein mit Lab fillt und die Molke mit
10°/, Gelatine und dem Eiweiss von 2 Hihnereiern auf 1 Liter
Milch versetzt, nach dem Lisen und Aufkochen filtrirt. Von Frl
Raskin? wurde Milch in drei verschiedenen Formen zur Gelatine
verwendet. Auch in diesem Falle scheinen diese Medien keine
dentliche Ueberlegenheit iiber die gewdhnliche Gelatine bewihrt zu
haben. 1) Milchserum-Gelatine mit Ersatz des auszuscheidenden

1) Referat von Ettlinger im Centralblatt f. Bakteriologie 1883 V, No. 5.
2) Wratsch 1887, No. 40. Referat von He ydenreich in: Zeitschrift filr
wissenschaftliche Mikroskopie 1887, Bd. 1V, 8. 502.
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Die Vorziige der gelatinirten Losungen gegeniiber einfachen
Losungen bestehen darin, dass man dieselben iiher 30° als Fliissig-
keit und unter 25¢ als feste Substrate verwenden kann. Sollen aber
gelatinirte Losungen iiber 25° fest bleiben, so geht dies nach
Pekelharing z B. dadurch, dass man das discontinuirliche Steri-
lisiren statt bei 100" bei nur 80® vornimmt; aber auch diese Nihr-
gelatinen bleiben nur bis zu 30" fest und wir miissen oft bis zur
Bluttemperatur und hoher gehen konnen, ohne Verflissigung zu er-
halten,

Dies wird erreicht, wenn man statt thierischer, gelatinivender
Substanzen P flanzen-Gallerten verwendet, von denen von Frau
Hesse zuerst Agar-Agar in die Bakteriologie erfolgreich einge-
fiihrt wurde. s ist hierbei zu beriicksichtigen, dass die Gelatine ein
Derivat der Albuminate ist und dadureh auch eine bestimmte Stelle
als Nibrmedium einnimmt, welehe unabhingig von seiner physika-
lischen Eigenschaft des Gelatinirens mit zur Wirkung kommt.
Agar-Agar, Gelose der Franzosen, dagegen hat Beziehungen zur
Gruppe der Kohlehydrate, speciell zum Pflanzengnmmi. Da manche
Bakterien und Hefen die Fahigkeit haben, diese Korper der Pllanzen-
Gallerten in gihrfihigen Zucker fiberzufithren und diesen zu ver-
githren, so entstehen oft in erstarrten Agar-Agarlésungen Gase, welche
die Masse zerreissen, wihrend dieselben Bakterien in Gelatine keine
(rasentwicklung bewirken. Bei Gelatine wiederum ist zu heachten,
dass dieselbe zu den autoxydablen Korpern gehort. Spinal) zeigte,
dass mit Methylenblau oder indigschwefelsauerem Natron gefirbte
(elatine von selbst in einiger Zeit ganz entfirbt wird; dasselbe ist
uns auch mit Lackmus passirt. Die Gelatine als solche verbraucht
Sauerstoff, besonders bei gleichzeitiger Anwesenheit von Licht. den
sie den Farben entzieht, wodurch dieselben in farblose Reductions-
produkte oder Leukoprodukte wie Indigweiss oder Leuko-Methylen-
blau reducirt werden. In Folge dieser allerdings geringen Autoxy-
dation der Gelatine dureh Reduction von Korpern, welche in der-
selben . gelost waren, ist die Gelatine im Inneren von dickeren
Schichten als sauerstofffrei zu betrachten und die Fiirbung der ober-

——

1) Centralblatt fir Bakteriologie 1887, Bd. II, No. 2.
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wurde sowohl mit basischen als mit saueren Anilifarben erzielt:
Methylenblau, Methylviolett, Cyanin, Vesuvin, Fuchsin, Safranin,
Methylgriin, Jodgriin, aber auch Methylorange, Torpaeolin 000,
Rosolsiiure.  Keine Aufspeicherung und Firbung wurde beobachtet
bei Nigrosin, Anilinblau, Eosin, Kongoroth, und zwar bei Nigrosin
und Anilinblau in Folge nachweisbarer Nichtaufnahme in die Zellen.
Die Aufspeicherung erfolgte im Zellsafte bis zur Stirke 1°/,iger
Lisungen durch Bildung nicht oder schwer diosmirbarer Verbin-
dungen, z. B. durch Verbindung mit Gerbsiiure. Neben der Auf-
speicherung im Zellsafte erfolgt bei vielen Farben auch eine Auf-
speicherung im Protoplasma. In allen von Pfeffer untersuchten
Fillen, - besonders bei Algen und untergetauchten Wurzeln von auf
Wasser schwimmenden Pflanzen, blieben im lebenden Zustande Kern
und Chromatophoren ungefirbt und erst bei beginnender Schiidigung
des Kerns begann sich derselbe zu firben.

In gefirbten Gelatinen nahmen nach Rozsahegyi die Bak-
terien niemals so viel Farbe auf, um in Priparaten als gefirbt zu
erscheinen. In Bouillon dagegen gelingt dies, wie Marchand
gelegentlich angegeben hat und wie ich selbst beobachtet habe, aunsser
mit Methylviolett auch mit verschiedenen anderen basischen Anilin-
farben und Birech-Hirschfeld gelang dasselbe in Bouillon selbst
mit einigen saueren Anilinfarben, wie Phloxinroth und Benzopurpurin,
und es trat dabei sogar eine besonders intensive Firbung gewisser
korniger Massen in den Bakterien ein, deren Natur als Endosporen
aber mindestens unwahrscheinlich ist. ;

Aus allen diesen Untersuchungen war also schon vor Stilling’s
Pyoktaninarbeiten bekannt, dass viele Anilinfarben, besonders die
violetten, fiir Bakterien Gifte sind und nur in stark verdiinnten
Losungen verwendet werden diirfen. Dasselbe hat Koch?) fiir die
Entwickelungshemmung der Tuberkelbacillen durch Anilinfarben ge-
funden. Ausserdem ergiebt sich hieraus, dass die lebenden Zellen
dem Firben einen gewissen Widerstand entgegen setzen, was neuner-
dings auch H. Buchner? bestitigte. Die Farbzusitze miissen also
sehr sorgfiltig gewihlt werden.

1) Ueber bakteriologische Forschung 1890, 5. 14.
2) Centralblatt fiir Bakteriologie 1890, VII, No. 23.
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Zeit bildet sich iber dem Blutkuchen eine reichliche Schicht von
vollkommen durchsichtigem, bernsteingelb gefirbtem Serum.

War das Blut steril aufgefangen, so filllt maun das an sich
sterile Blutserum aus den Chamberland’schen Kolben in kleine
Kolben oder Reagirgliser ab, indem man die zugeschmolzenen Ka-
pillaren, Fig. 10 (4, b) S. 204, Fig. 19 (a) 8. 231, nochmals in der
Flamme evhitzf, abbricht und an den entgegengesetzten Enden,
Fig. 10 (4, a), Fig. 19 (h), blist. Bei den anderen, nicht sicher
sterilen Entnahmeweisen, nimmt man das Blutserum mit sterilisirten
Pipetten auf und fiillt es in sterilisirte Reagirgliser iiber, welche
zu einem Drittel gefiillt und dann sofort mit Wattepfropfen ver-
schlossen werden. Idas Blutserum in diesen Glisern muss nunmehr
der Sicherheit halber noch besonders sterilisirt werden.

Zwischen dem steril entnommenen und dem sterilisirten Blut-
serum und analog auch bei anderen thierischen eiweisshaltigen Pro-
ducten wie Biereiweiss') ist biologisch ein grosser Unterschied.

Das Sterilisiren kann nur unterhalb der Gerin-
nungstemperatur des Eiweisses durch discontinuir-
liches Erwirmen geschehen. Man setzt zu diesem Zwecke
die Reagirgliser in die mit passenden Einsitzen versehenen Apparate,
Fig. 14 u. 15, 8. 217, bei denen die Temperatur des Innenraums auf
ca. o8 * gehalten wird. Dieser Temperatur wird das Blutserum 5 his
6 Tage lang tiglich 1 bis 2 Stunden ausgesetzt. Etwas unbequemer
kann man dies auch im Wasserbade erreichen. Auf dem fliissigen,
sterilisirten Blutserum bildet sich oft ein Héautchen von Cholestearin,
welches nicht mit den Bakterienhdutchen zu verwechseln ist.

Miguel und van Tieghem haben Bakterien beobachtet, welche
im vegetativen Zustande erst zwischen 72 und 74° starben. und
Duclaux giebt von einer Art sogar an, dass sie in alkalischen
Fliissigkeiten im vegetativen Zustande sogar 1009 ertragen kinne.
Hieraus leitet Miquel die Berechtigung her, die Methode prinzipiell
zu verwerfen. Da aber zu einer Methode die Beriicksichtigung aller
Momente gehirt und man sich durch richtige Entnahme des Blutes
schon fast vollstindig gegen diese Moglichkeiten schiitzen kann, so

1) efr. hieriiber auch Wiirtz: La semaine médicale 1890, No. 3, 8. 21.
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Nebenwirkung fast unmiglich erscheint, und hierin liegt auch in
allererster Linie der Erfolg der K och’schen Methodik bei der ersten
Einfithrung der durchsichtigen festen Nibrbiden begriindet.

Bei den iibrigen festen Nihrbidden sucht man die Ueber-
tragung in dhnlicher Weise zu machen, indem man die Oeffoungen
der Gliser wihrend des Oeffnens und Zustopfens nach unten hilt,
wenn es der Inhalt bei Fehlen von Wasser, wie bei Kartoffel- oder

Brodbrei oder Kartoffelscheiben in Reagirglisern, gestattet. Bei

Kartoffelscheiben in grossen oder kleinen Glocken und ebenso bei
Kartoffelbrei in Doppelschalen iffnet man die obere Schale maglichst
wenig und impft dann schpell, indem man die Oberfliche mit dem
inficirten Platindraht punkt- oder strichformig ritzt oder indem man
mit Platindse oder Messer die Impfmasse mehr auf die Mitte der
Oberfliche verreibt.

Einige Zeit nach der Infection macht sich das Wachsthum der
iibertragenen Keime in oder auf den Substraten bemerkbar.

Die sterilisirte Mileh gestattet trotz der Undurchsichtigkeit
manche Eigenthiimlichkeit sehr schnell zu erkennen.!) A. sie fndert
sich fir das Auge nicht; B. sie dndert sich. Es tritt Gerinnung
ein a) unter Saurebildung; die Gerinnung ist gelatinds oder fein-
oder grobflockigz. Es bleibt bei der Gerinnung oder auf die Ge-
rinnung folgt eine Loésung des geronnenen Kaseins; die Reaction
bleibt dabei sauer oder wird neutral oder alkalisch; b) es tritt Ge-
rinnung ohne Siurebildung ein, dieselbe erfolgt schnell oder langsam,
unvollstindig oder vollstindig; ¢) Gerinnung tritt ein, wenn man
durch kohlensauren Kalk jede Siurebildung verhindert, oder dieselbe
erfolet nur, wenn man die Reaction vor dem Impfen absichtlich
schwach alkalisch macht; auf diese labdhnliche Gerinnung folgt keine,
oder schwache, oder intensive und schnelle Losung des ausgeschie-
denen Kaseins. Die Reaction bleibt oder wird alkalisch. C. Die
Veriinderung erfolgt unter Bintritt alkalischer Reaction, die Milch
wird gelblich durchscheinend, gelatinds. Die Farbe der ganzen Milch

1) cfr. meine Untersuchungen in den Mittheilungen aus dem Kaiserlichen
(Gesundheitsamte 11, 1884, 8. 809, und Deutsche med. Wochenschrift 1834, No. 45
bis 50;

Dueclaux: Annales de 1'Institut National Agronomigue 1882, 8. 22,
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Bei den gerade erstarrten, gelatinirenden Medien ist das Schick-
sal einer Stichkultur je nach den verimpften Bakterien ein sehr
differentes. Als allgemeiner Anhalt mogen folgende Daten dienen.
Bei den die Gelatine nicht verflissigenden Bakterien (Taf. II.
Fig. 5; Fig. 31a) bildet sich das eharakteristische Oberflichenwachs-
thum von der Einstichoffnung derart aus, dass bald flache oder stirker
prominirende Kipfchen entstehen, welche in Verbindung mit dem
Imptstiche der Kultur das Aussehen eines Nagels verleihen, ,,Nagel-
kultoren* von Friedlinder; statt eines solchen, mit dem Nagel-
kopf vergleichbaren kipfchenihnlichen Wachsthums, wachsen andere
aut der Oberfliche in Form concentrischer Ringe, oder blatt- oder
traubenformiger Gebilde. Einzelne zeigen intensives Oberflichen-
wachsthum und mangelhaftes Wachsthum in dem Impfstiche, bei
anderen verhilt es sich gerade umgekebrt. Die Kulturen erscheinen
bald trocken, bald schleimig, andere sind glinzend, andere durch-
scheinend. Die Farben der Kulturen sind hichst different; die Ge-
latine selbst veriindert bald die Farbe,
hald nicht; oft tritt ein besonderer Ge-
ruch auf. Alle diese kleinen morpholo-
gischen und biologischen Differenzen sind
zi beachten, weil sie die Differentialdiag-
nose erleichtern.

Bei den die Gelatine verfliissigen-
den Bakterien (Taf. II. 6; Fig. 31 b und ¢)
geschieht dies zum Theil ganz allmih-
lich, so dass die Gelatinekultur ein leicht
trichterformiges Ansehen gewinnt, Fig. 31 b, bei anderen schneller :
es entstehen dabei breitere Trichter, oder die Verflissigung schreitet
mehr schichtenweise vor sich. Bald bilden sich Hiutehen an der
Oberfliche, bald nicht; oft sieht man an der Grenze zwischen ver-
flissigter und noch fester Gelatine, x der Fig. 81 ¢, die Kultur in
Form von verschieden gestalteten Wolken vorwirts schreiten, Taf, II,
Fig. 6. Bisweilen scheint die Verflissigung streng an das Fort-
schreiten der Vegetation gebunden, manchmal ihr vorauszueilen, als
ob verflissigende Stoffe, Enzyme, von den Bakterien producirt wiirden,
welche weiter wirken als das sichtbare Wachsthum reicht. Auch

Fig. 1.
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sehr beliebten Arbeitens mit Normalsalzldsungen ergab sich, dass
man bestimmte Species fast immer wieder bekam, mochte das urspriing-
liche Material herstammen, woher es wollte. Friiher kamen so hak-
terium termo und bacillus subtilis in Mode und jetzt scheint die
Reihe an den Kartoffelbacillen zu sein, seit andere Losungen allge-
meiner verwendet werden.

Die Reinheit derartiger Kulturen ist aber gross genug, um
mit diesem Material morphologische Studien iber die einzelnen
Arten zu machen, und deshalb konnte besonders Cohn seit 1870
mit dieser unvollstindigen Trennungsmethode relativ viel erreichen.
Jetzt wissen wir allerdings, dass diese Cohn’schen Species vielfach
Collectivspecies sind, dass unter den gewihlten Bedingungen ihn-
liche, aber nicht identische Arten oft gleich gut fortkommen, aber
die allgemein morphologischen Ermittelungen, deren erste Klirung
Cohn zu verdanken ist, haben unter dieser Unsicherheit nur wenig
gelitten und damit hat diese Methode sich einen wichtigen Platz in
der Geschichte erworben.

Ganz in derselben Form der Uebertragung einer Spur oder eines
Tropfens des Ausgangsmaterials in eine Nihrlosung verfuhr Pasteur?)
bei der ersten Arbeit, mit der er in den Kampf fiir die vitalistische
Gihrungstheorie eintrat. Aber Pasteur iibertrug diese Spur der
in der urspriinglichen Fliissigkeit enthaltenen ,Hefe* nicht in irgend
eine beliebige Fliissigkeit, sondern in eine der urspriinglichen gleich-
artige. Es sind also zwei wichtige Momente zu beachten, welche
spiiter fast immer verwerthet wurden, auch da, wo die Autoren sich
im Gegensatze zu Pasteur zu befinden glaubten. Pasteur ent-
nahm eine Spur Ausgangsmaterial, als sich dieses im Zustande der
vollsten Gihrwirkung befand. In diesem Zustande ist aber in Folge
der Gihrwirkung ein bestimmter Organismus so vorherrschend, dass
er alle etwaigen Mithewerber um das Nihrmaterial zeitweilig ganz
unterdriickt. Pasteur hat demnach der Entnahme eines in Folge
einer specifischen Thitigkeit relativ oder ganz reinen und vor-
her bestimmten, specifischen Ausgangsmaterials eine
besondere Aufmerksamkeit gewidmet. Dann hat er aber auch dieses

1) Comptes rendus 1857, Bd. 45, 8. 913.
Hueppe, Bakterien-Forschung. 5. Auflage. 19
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wie es auch fast ausnahmslos von den Forschern geschehen ist,
welche sich dieser Methode mit Erfolg bedient haben, unter
Zuhiilfenahme sekundidrer Momente, welche sich nach
Brefeld's') Zusammenfassung ,aus der abweichenden Lebensweise
und aus anderen morphologischen und physiologischen Eigenthiim-
lichkeiten der verschiedenen Formen herleiten lassen.* Mit dieser
Vorbereitung gelingt selbst mit den dlteren Massenkulturen bis-
weilen eine Isolirung von einzelnen pathogenen Organismen, noch
mehr von Fermentbakterien, deren Existensbedingungen man schon
annihernd kennt oder aus der Art ihres spontanen Vorkommens
vermuthet. Das durch die Reinkulturen erst zu beweisende, die
Biologie der Mikrobien, wird in diesen Fillen demunach provisorisch
als schon bekannt vorausgesetzt. Auch von Koch?®) wurde gleich-
zeitig mit Brefeld diese Nothwendigkeit hervorgehoben, die bio-
logischen Differenzen der Arten bei der Auswahl der Nihrmedien
zu beriicksichtigen. !

Man wihlt Nihrflissigkeiten, von welechen man bestimmt weiss
oder vermuthet, dass sie die supponirte Gihrung eingehen konnen,
impft dieselben mit einer Spur oder einem Tropfen des noch unreinen
Ausgangsmaterials, bringt diese so geimpften Kdélbchen bei Liuft-
zutritt in hihere oder niedere Temperatur, dbertrigt nach ein-
getretener Entwicklung ein zweites Mal, bis man eine leidliche
Reinkultur eines Organismus hat.

Andere solcher Kiolbchen hillt man unter Luftabsehluss,
wenn man vermuthet, dass die betreffende Fermentation besser bei
Beschrinkung oder Abschluss von Luftsauerstoff vor sich geht®), wie
bei den Experimenten iiber Anaérobiose noch genauer dargelegt wird.
Nach einigen derartigen Uebertragungen hat ein Organismus und
zwar bei richtiger Wahl der Bedingungen im Gegensatze zu der
urspriinglichen Ausfiihrungsweise der fractionirten Kulturen und dhn-

1) Botanische Untersuchungen iiber Schimmelpilze 1881, Bd. 4, 8. 12.
2) Mittheilungen a. d. K. Gesundheitsamt 1881, Bd. 1.
8) Fitz: Ueber Spaltpilzgiihrungen, IX. Berichte der dentschen chemischen

Gesellschaft 1854, Bd. XVII, 8. 1188,
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rothen Kartoffelbacillus durch strimenden Dampf erst in 5!/, bis 6
Stunden, durch gespannten Dampf von 110° innerhalb 30 Minuten
getidtet wurden. Durch Abkiirzung dieser Zeit kann man diese Bacillen
rein von allen weniger widerstandsfihigen erhalten. Prazmowski?)
bediente sich zur Erzielung und Erhaltung von Reinkulturen der
sporenbildenden Bacillen und Clostridien des kiirzeren oder lingeren
Aufkochens der sporenhaltigen Fliissigkeiten. Ohne Riicksicht auf
diese Ermittelungen hat dann Gunning?) vorgeschlagen, die hiheren
Temperaturen systematisch zur lsolirung der verschiedenen Bakterien
zu verwenden. Gunning selbst isolirte dabei allerdings. wie alle
vor ihm, eine sporenbildende Art

Bei systematischer Prifung dieser Methode durch Verwendung von
sporenfreien und sporenhaltigen Reinkulturen verschiedener Bakterien-
‘arten ermittelte ich bereits 1883, was allerdings fiir jeden mit der Bio-
logie der Bakterien Vertrauten vorauszusehen war, dass man auch durch
systematisches Erhitzen unterhalb, bei und oberhalb der Siedetempe-
ratur immer nur die widerstandstiliigeren von den weniger resistenten
trennen kann, derart, dass sich fiir praktische Zwecke ausschliesslich
die Trenr".ug sporenhaltiger Bakterien von sporenfreien empfiehlt.
Sind zwei anniihernd resistente Sporenarten vorhanden, so ist durch
kiirzeres oder lingeres Erhitzen allein eine geniigende Trennung nicht
zu erreichen. Das Verfahren, durch Erhitzen leidliche oder ganz
reine Massenkulturen zu gewinnen, ist, wie ich schon friither ®) angab,
auf bestimmte Fille beschrinkt, aber fiir diese auch so gut brauch-
‘bar, dass es zur Trennung sporenhaltiger von sporen-
freien Bakterien wohl die beste Methode zur Gewinnung von
vorhbereitenden Massenkulturen, oft selbst von wirk-
lichen Reinkulturen ist.

Wenn Massenkulturen von Bakterien oder anderen Mikroorga-
nismen gewonnen werden sollen, bei denen mehr morphologische als

1) Untersuchungen tiber die Entwicklungsgeschichte und Fermentwirkung
einiger Bakterien-Arten, 1880, 5. 8.

2) Beitrige zur hygienischen Untersuchung des Wassers, Archiv fur
Hygiene, 1883, 1. Bd. S. 835.

8) Mittheilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte, 1384, II. Bd,
8. 330.
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haltiger Schlamm, besonders auch der Meerschlamm, Schlick, wird
in ein Gefiss mit Wasser dbertragen, um dieses der Besonnung
auszusetzen.  Kinzelne Arten bilden dann am schlammhaltigen
Boden Ueberziige, welche durch die sich entwickelnden Sauerstoff-
blasen oft in toto an die Oberfliche getrieben werden.

Bei Beobachtungen eines Bakterientropfens in einer feuchten
Kammer hatte Engelmann') bereits frither beobachtet, dass sich
manche Arten stets am Rande sammeln, wo der Sauerstoff am
reichlichsten zu Gebote stehf, wihrend andere gerade umgekehrt
die innersten Parthien einnehmen, wihrend wieder andere, darunter
besonders auch einige seltenere Schraubenbakterien, eine zwischen-
liegende Zone bevorzugen, so dass also der Luftsauerstoff als
Reiz- oder Abstossungsmittel sondernd, isolirend
wirkt. Dann haben Stahl und de Bary und in der letzten Zeit
besonders Pfeffer?) diese Fahigkeit gewisser Stoffe, beweg-
liche Bakterien und andere bewegliche Mikroorganis-
men und Zellen anzulocken oder abzustossen, studirt
und mit dem Namen positive oder negative Chemotaxis be-
legl. D= bhei derartigen in Losung befindlichen Stoffen auch der
Niéhrwerth als Reiz in Betracht kommen kann, so wird in vielen
Fillen die allgemeine Chemotaxis zur Trophotaxis. Pfeffer
verwendet fir kleine Bakterienformen Kapillaren von 0,03—0,06,
fir grossere Bakterien von 0,05—0,08 und fir grossere Organis-
men von 0,06—0,12mm Weite. Diese 4 bis 7 mm langen Ka-
pillaren sind an einem Ende zugeschmolzen und werden mit der
Lockfliissigkeit durch partielles Evacuiren unter der Luftpumpe
derart gefiillt, dass am abgeschmolzenen Ende ein lufthaltiger Raum
von 2 his 4 mm Linge iibrig bleibt. Ali Cohen?) verwendet
Kapillaren von 7u Durchmesser und 3 cm Linge, welche beider-
seits noch offen in die Fliissigkeit eingetaucht und herausgezogen
werden, wenn sie zu ca, 3/, gefiillt sind. Dann wird das nicht ge-
filllte Ende durch kurzes Eintauchen in die Gasflamme zugeschmol-

1) Botanische Zeitung 1381.
%) Untersuchungen a. d. bot. Institut in Tibingen 1887, S. 582.
3) Centralblatt fiir Bakteriologie 1890, VILI, No. 6.
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in der Kammer, sorgte aber dann dafiir, dass die Luft durch Baum-
wolle filtrirt zutrat.

In anderen Fillen wandte Klehs statt der Kammer mit kapil-
larem Raum, eine solche an, deren Wiinde parallel verliefen, und
bei denen die Seitenridhren sich etwas unterhalb der oberen Wand
ansetzten. Diese Kammern, der Beschreibung nach den von mir
benutzten dhnlich, b in Fig. 33, fillte er nun (1. ¢. 8. 46) durch
Ablaufenlassen der iiberschiissigen, fliissigen Gelatine derart, ,dass
eine diinne Schicht die abwiirts gekehrte, zur mikroskopischen Unter-

Fig. 33.

suchung bestimmte Wandung bedeckte. Etwaige in dieser Schicht
fixirten Keime kann man mit starken Trockensystemen und schwiicheren
Immersionssystemen fixiren und ihre Entwicklung direct beobachten.
Statt der Luft kann man auch verschiedene Gase zutreten lassen.

Brefeld!) suchte sich, zunicht fir Pilze, ein ganz reines
Ausgangsmaterial zu verschaffen, um, von einem einzigen Keime
ausgehend, dieganze Entwicklung eines Pilzes licken-
los zu verfolgen. Diese zundchst nur morphologisch-entwicklungs-
geschichtliche Ziele verfolgende Methode wandte Brefeld spiter, aus-
fihrlich erst 1881, auch auf die Bakterien an, und erwies ihre
Brauchbarkeit durch die Entwicklungsgeschichte des bacillus subtilis.
;Durch Mischen der Keime mit Wasser (l. c¢. ¢ 1881, 8. 12) his
zu einem Grade, dass in einer bestimmten Menge meist kein einziger,
oder auch nur ein einziger Keim vorhanden ist, lisst sich die Trennung
in einzelne Keime bis zu den kleinsten Formen ohne eine directe

1) a, Botanische Untersuchungen iiber Schimmelpilze, Bd. I, 1872, 8. 10.
b. Methoden zur Untersuchung der Pilze. Verhandl. der physik. med.
Gesellschaft in Wirzburg., N. F. VIII. Bd. 187475, 5. 43.
¢. Kulturmethoden zur Untersuchung der Pilze. Botanische Unter-
suchungen iiber Schimmelpilze. Bd. IV. 1881, 5. L
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» Will man die gelatinirten Niahrldsungen vermeiden (L. c. ¢ S, 15),
dann muss man zu besonderen Objecttrigern seine Zuflucht
nehmen, in welchen die Verdunstung der Nihrlésungen
und die Invasion fremder Keime unmoglich ist, ohne
dass dadurch die Méoglichkeit einer continuirlichen
Beobachtung im mindesten beeintrichtigt wird.*

Brefeld wihlte um einen Keim zu fixiren erst, wie Klebs,
die von Recklinghausen-Geissler’'schen Kammern, Fig. 32,
Aber (1. e. ¢ 1881, 8. 17) ,der kapillare Tropfen ist nach seiner
Ansicht fiir die kleineren Formen zu tief, die Masse der Flissigkeit
zu gross, daher kommen die Bewegungen bei den geringsten Ein-
fliissen, die gar nicht zu vermeiden sind, wihrend man beobachtet,
die uber schon ausreichen, eine Verschiebung des eingestellten Keims
zu veranlassen. Die Keime miissen fixirt werden, indem man die
Menge der umgehbenden Nihrlosungen so redueirt, dass die Bewegungen
minimale werden, dass aber die Menge der umgebenden Nahrlosung
doch ausreicht fiir den Keim, um seine volle Entwicklung zuriick-
zulegen. Dies erreicht man nur in diinnen Flissigkeitsiibérziigen.
Um sie auf der Innenwand der Kammer herzustellen, so dass die
stirksten Linsen heranreichen, muss man andere kleine Kammern
anwenden, die keinen kapillaren Raum haben, die von dem diinnsten
Glase in Deckglasdicke gemacht, so flach aunf beiden Seiten sind,
dass innen ein gleiehmiissiger Ueberzug entsteht, und dass auf der
glatten, gleichmissig dicken Fliche die Fixirung eines Keimes mit
starken Trockensystemen tagelang ohne Storung moglich wird. Es
ist rathsam, den Kammerraum nicht grosser zu machen, als es nach
der technischen Herstellung der Kammer eben nothig ist. Man
saugt die reinen Kammern voll, lisst ausfliessen und stellt die ein-
zelnen auf den Innenwiinden in dem dinnen Ueberzuge von Nihr-
lisung haften gebliebenen Keime ein. Die Menge der Keime, die
man den Nihrlésungen zumischt, kann hier weit zahlreicher sein;
s bedarf keiner vorherigen Probe ihre Menge zu hestimmen, eben-
sowenig bedarf es langen Suchens, sie auf den Wiinden zu finden.
Es gelang mir so, ohne alle Miihe, die Keime von bacillus und
von anderen Bakterien fir unbegrenzte Zeit zu beobachten und hier
geschlossene Entwicklungsreihen herzustellen, wie bei grisseren
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Milzbrand reine, fortlaufend mikroskopisch controllirte Reinkulturen
gewonnen, weleche von dem ersten Deckglase dann auf ein zweites
in derselben Weise iibertragen und weitergeziichtet werden konnten.

Statt den Tropfen am Deckglase zu impfen, kann man auch
eine sterilisirte Nihrldsung in einem Reagirglase mit der Reinkultur
impfen und zwar in dem Grade, dass nach griindlichem Vermischen
durch Schiitteln eine gleich grosse Probe, als Deckglastrocken-
Priaparat gepriift, ein bis zwei Keime ergiebt. Man entnimmt dann
hiervon einen Tropfen, den man in derselben Weise am Dekglase
befestigt. Brefeld (I e. ¢ S. 16) verwirft diese Methode: ,Der
Kulturtropfen kann nur klein genommen werden, sonst liuft er zum
Tropfen zusammen, er schwankt bei der geringsten Bewegung, die
Keimspore verindert ihre Lage und ist mit starken Vergrosserungen
kaum zuginglich; kurz, die Beobachtung ist mihsam und unvoll-
kommen, auch dann, wenn man gelatinirte Nihrlosungen anwendet.*

Mit den oben geschilderten Vorsichtsmaassregeln lisst sich jedoch
nach vielen hierauf gerichteten Beobachtungen der hiingende Tropfen
mit grossem Erfolge verwenden, selbst fiir die kleinsten Formen der
Kokken, sowohl als Flissigkeitstropfen wie als gelatinirter Tropfen,
um zu sehen, ob eine Bakterienkolonie, welche sich einheit-
lich bei schwachen Vergrésserungen reprisentirt, aus einem ein-
zigen Keime hervorgehen kann. Dieses Faktum ist fir Hefe-
kolonien von Hansen?') ebenfalls ermiftelt durch Verwendung gela-
tinirter, hiingender Tropfen, welche gegen Verdunstung geschiitzt
waren. Hansen vertheilte einige Hefenzellen in verfliissigte Gela-
tine, bereitete von dieser Misnhﬁng eine diinne Schicht am Deckglase
aus, brachte dieses mit der Gelatineschicht nach unten iiber eine
feuchte Kammer der Form Fig. 4, S. 49. Sobald die Gelatine
erstarrt ist, durchmustert man das Priiparat und merkt sich die
Lage der einen oder anderen Zelle und sieht von Zeit zu Zeit nach,
da in Folge des Gelatinirens die Keime ihre Lage nicht verindern
konnen, also an dem Orte aussprossen miissen. Eine Miglichkeit,
diesen bei einiger Uebung so bequem zu handhabenden, auch den

1) Ueber das Zihlen mikroskopischer Gegenstinde in der Botanik. Zeit-
schrift f. wissenschaftl. Mikroskopie 1884, Bd. I, S. 191
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bildet. In diesem Ausschnitte ist eine kreisformige Glasplatte ¢
aufgekittet, welche so stark ist, dass der Raum e zwischen ihr und
dem aufgelegten Deckglase b, der eigentliche Zihlraum, genan
0,1 mm betriigt; a und ¢ sind sorgfiltic parallel zur Oberfliche des
Objecttrigers geschliffen; ebenso muss die Deckplatte b so sorgfiltig
planparallel geschliffen und so gereinigt sein, dass sich bei Andriicken
derselben an die polirte obere Fliche der Kammer Newton'sche
Farbenringe bilden, welche hei Nachlassen des Druckes bestehen
bleiben. Die Mischung geschieht mit einem, auch fir die ersten
Zihlkammern zu verwendenden Mischgefiss. Da genane Gebrauchs-
anweisung den Apparaten beigegeben wird, geniigen diese Daten.
Der Vortheil der Thoma’schen Kammer besteht darin, dass das
Ocular-Mikrometer wegfillt, weil in der Platte ¢ eine Gittertheilung,
1 qmm in 400 quadratische, gleichgrosse Felder eingeritzt ist. Man
braucht deshalb den absoluten Werth eines Theils, der sich bei
jedem Objectiv und jeder Tubuslinge #ndert, gar nicht zu kennen,
wie bei einem Ocular-Mikrometer.

Man mag aber die Zihlung noch so genau, die Mischung noch
s0 sorgfiltiz vorgenommen haben, eine absolute Sicherheit fiir den
Ausgang von einem Keime giebt auch die Verdiinnungsmethode als
. Bin-Zell-Kultur** nicht. , Mingel haften, wie Hangen trotz seiner
trefflichen Ermittelungen unumwunden zugiebt, auch dieser Methode
an; namentlich ist es nicht sicher, ob die Anzahl der Zellen, welche
man im Voraus berechnet hat, sich wirklich im Kolben mit der
fertigen Infectionsflissigkeit befinden: es kann sogar vorkommen,
dass nicht eine einzige Zelle hineingelangt ist, ferner auch, dass sich
mehrere, als man gewiinscht hatte, vorfinden.*

Die Verdinnungsmethode kann auch in der besten
Form dem theoretischen Postulate des Ausgangs von
einem Keime nur bedingt gerecht werden. Jede Ver-
diinnungsmethode, mag sie nun in Flissigkeiten oder in
Losungen ausgefiihrt werden, welche bei gewissen Temperaturen er-
starren und dadurch aufhoren, fliissig zu sein, hat damit zu rechnen,
dass auch beim sorgfiltigsten Mischen eine vollstindige Trennung
der einzelnen entwicklungsfihigen Keime bei Bakterien kaum erreich-
bar ist. Die Sporen der Schimmelpilze sind an sich schon gut iso-
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praktisch bleiben, so kann sie nicht weniger als 20 und
nicht mehr als 50 Einzelversuche verwenden: dann wird
aber der Grad der Exactheit in den weitesten Grenzen schwanken,
je nachdem das Ausgangsmaterial wenig oder sehr stark verdiinnt
werden musste. Diese oft recht groben Febler der rechnerischen
Grundlage muss man auch beachten, wenn die Verdiinnungsmethode
zur Zahlung von Keimen aus Gemischen verwendet wird. Gegeniiber
diesen Méingeln miissen auch einige Vortheile der Verdinnung
in Flissigkeiten, speciell in Bouillon, angefiihrt werden. Die
Lisungen konnen jeder wiinschenswerthen Temperatur ausgesetzt
werden; eine Luftinfection kann nach dem Verschluss nicht mehr
eintreten, in Folge dessen kionnen Arten, welche iiberhaupt langsam
wachsen, oder Keime, welche geschwicht sind und deshalb langsam
auswachsen, beliebig lange im Versuche bleiben; die Bouillon ist
relativ universell verwerthbar, so dass auch viele Arten, fir welche
sie nicht die beste Losung ist, so weit heranwachsen, dass man sie
mit blossem Auge erkennen kann; die Bouillon gestattet manche
Wachsthumseigenthiimlichkeiten zn erkennen und dadurch wahrzu-
nehmen, ob verschiedene Arten sich entwickeln.

Da die Gefahr der Luftinfection sich bei jedem
Einzelversuche wiederholt und dieser Fehler wenigstens theo-
retisch sehr storend sein sollte, wiithrend er praktisch nach Miquel
relativ. gering ist, hat Fol!) versucht, diesen miglichen Fehler
aller bisherigen Versuchsanordnungen nur einmal zuzulassen, alle
anderen Manipulationen aber so einzurichten, dass die Gefahr des
Luftzutritts moglichst beseitigt- wird. Fol nimmt zu diesem Zweck
die Verdiinnung nicht in sterilisirtem Wasser, sondern in der
Niahrlosung selbst vor und vertheilt dann erst die inficirte nund
verdiinnte Lisung in die kleinen Kolbehen. Er verfahrt dabei in
einer Weise, deren Prinzip zunichst durch die Fig. 36 klar werden
diirfte. Die Flissigkeit B wird lingere Zeit bei 110° gehalten,
withrend das Ende des lingeren Schenkels des durch trockene Hitze
sterilisirten Metallhebers iiber diese Fliissigkeit bei t steht; mit

1) Archives des sciences physiques et naturelles, Bd. XI, 1884, 8. 557
und La Nature 1885, No. 615 und 619,
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dem anderen Ende wird der gleichfalls vorher schon sterilisirte Tro-
cart C (cf. Fig. 29 [3], S. 275) durch einen starkwandigen sterilisirten
Kautschukschlauch fest verbunden. Die Klemmpinzette k, welche
geschlossen ein Entweichen der gespannten Dimpfe verhinderf, wird
dann gedffnet, so dass ein heftiger Strahl des dberhitzten Dampfes
die Rohre t und den Trocart etwa 10 Minuten durchstrimt. Ist
auf diese Weise die ganze Verbindung definitiv sterilisirt, so wird
die Klemme wieder geschlossen und dann der Trocart C durch den
Verschluss v des Kolbens b hindurchgestossen; zu diesem Zwecke
wird der Wattepfropf b, Fig. 9 (2, 3), S. 203, abgenommen und ge-
schiitzt zur Seite gelegt, so dass die hohle Stahlpadel nur die
Ashestschicht a und die darunter befindliche diinne Watteschicht w
durchdringt. Dann senkt man das Ende der Rohre tin die Flissig-
keit B bis o ein und ldsst unter Oeffnen der Klemme k die Fliissig-
keit nach b iibertreten, sobald dieselbe etwas abgekiihlt ist. Nach
dem Fiilllen des Kolbens b wird die Klemme k wieder geschlossen,
der Trocart wieder herausgezogen und der Wattepfropf b der Fig. 9 (2)
wieder aufzesetat. '

Zur Anwendung des Prinzips fir die Verdinnung
dient die Biirette, Fig. 37 (1. B.), dieselbe fasst 100 cem, ist sehr
genan graduirt und oben und unten zur Verbindung mit dicken
Kautschukschliuchen etwas ausgezogen. Diese Biirette wird durch
einen Strom schwefeliger Siure, der aber auch fortbleiben kann,
gereinigt und dann zur Sterilisirung und eventuell zur Vertreibung
der schwefeligen Siure mit dem Papin’schen Topfe, Fig. 36, so
verbunden, wie der Trocart C. Dann lisst man unter Oeffnen der
Klemme k und k' des Kautschukschlauches eine halbe Stunde lang
itherhitzte Dimpfe nachstrimen, schliesst darauf zuerst die untere
Klemme k! und fiigt in das freie Ende des Kautschukschlauches
ein durch Hitze sterilisirtes Glasstibchen: dann verfihrt man mit
der oberen Klemme k und ihrem Kautschukschlauche ebenso. Nach
dem Abkithlen ersetzt man zuerst das untere Glasstibchen durch
eine sterilisirte Caniile ¢, welche man in der vorher geschilderten
Weise in eine Flasche g' mit sterilisirter und durch lingeren Auf-
enthalt im Briitofen geprifter Bouillon einstdsst. Da in Folge der
Abkiihlung und Condensation der Dampfe die Luft in B verdiinnt
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ist, steigt beim Oeffnen der Klemme k! die Bouillon durch die Caniile ¢
in die Birette B, wobei ein Theil der gelbsten Luft gasformig ent-
weicht. Nach Schluss der Klemme k' fiihrt man die keimhaltige,
zu verdinnende Flissigkeit, welche sich in der Glasrohre b (Fig. 37
[2]) betindet, in der Weise ein, dass das Ende p an Stelle des
oberen (ilasstabes iiber der Klemme k in den Kautschuksehlauch
eingebracht” wird,

Die Rohre b wird zum Gebrauche fertig gemacht, indem das
eine Ende p zugeschmolzen, das andere mit Ashestpfropfen a ver-

Fig. 36.

schlossen und das ganze durch trockene Hitze sterilisirt wird;
iiber das Ende a kommt dann ein mit Pinzette verschlossener
Kautschukschlauch. Die Spitze p der so verbreiteten Glasrdhre b
wird am Orte der Eptnahme noch einmal durch die Flamme ge-
zogen, mit geglithter Scheere abgeschnitten und darauf durch Ein-
tanchen in die bakterienhaltige Fliissigkeit zum Theil, aber nicht
ganz gefiillt. Durch Emporrichten der Spitze p wird die Fliissig-
keit aus der Spitze entfernt und dieselbe darauf zum Transport
wieder zugeschmolzen. Vor dem Einfiihren in den Kautschukschlauch
der Klemme k lisst man durch Oeffnen des iber a befindlichen
Kantschukschlauches erst einige Tropfen austreten, ehe man den In-
halt ven b definitiv zu der Nahrlosung in der Birette B, Fig. 37
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Glocke, oder in einem kleinen Doppelschilchen oder Reagirglase
befindet.

Im ersten Falle bildet sich von dem Impfpunkte ausgehend auf
der Kartoffelscheibe eine allmiéhlich nach dem Rande zu wachsende
Kolonie (b), im andern entwickeln sich in den Impfstrichen erst -
mehr oder weniger isolirte Kolonien, welche sich spiiter beriihren
und iber den Impfstrich hinauswachsen (a). Fiir neue Uebertragungen
verwendet man nur Kolonien, welche man mit blosem Auge oder
mit der Loupe als rein erkennt und von denen man eine andere
Spur durch ein Deckglaspriparat mikroskopisch controllirt hat.
Ein Theil der Kulturen kann bei Zimmertemperatur, ein anderer
Theil bei hiherer Temperatur im Vegetationskasten gehalten werden.

Der grosse Vortheil dieser Methode, welche auch eine gute Me-
thode der Massenkulturen ist, gegeniiber den frither geschilderten
Methoden der Massenkulturen in durchsichtigen fliissigen Medien
besteht darin, dass jeder absichtlich geimpfte oder durch Luftinfection
auf die Kartoffelscheibe gelangte Keim isolirt am Orte seiner Be-
riihrung mit der Kartoffel zu einer Kolonie auswiichst, wihrend in
den Flissigkeiten sich differente Keime vermischen.

In Flissigkeiten resultirt unter diesen Umstinden wohl auch
einmal eine Reinkultur, aber man hat es nicht immer sicher in der
Hand den Organismus vorher zu bestimmen, der in der Reinkultur
anftreten soll. Bei den Kartoffelkulturen dagegen ist man in der
Lage den gewiinschten Organismus durch die Eigenthiimlichkeit seiner
Zoogloea frihzeitig zu erkennen und ihn deshalb rechtzeitig zu iber-
tragen und dadurch von anderen zu trenmen und so nach einigen
Uebertragungen rein zu kultiviren. Man muss nur die Uebertragungen
so frihzeitig vornehmen, als die kleinen, aus einem Keime oder
Keimconglomerate hervorgegangenen Kolonien noch ganz isolirt und
in Folge der Isolirung einheitlich und rein sind. Die Grenzen der
Methode liegen darin, dass die Kartoffeln nicht allen Organismen
giinstige Existensbedingungen bieten und darin, dass viele, sonst anf
den Kartoffeln wachsende Organismen, nicht geniigend augenfillig
wachsen. Das letztere ist wichtig, weil man bei den festen undurch-
sichtigen Medien auf das blose Auge oder auf Loupenvergrisserung
angewiesen 1st.
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auf das 5. 226 Gesagte verweise und nur noch einige Ergiinzungen
bringe. Um speziell die in den Tuberkelkndtchen befindlichen Bakterien
frei zu machen, zerschneidet man mit abgekiihltem Messer oder
Scheere ein Knotchen und versucht aus dem Innern mit abgekiihlter
Platinose Partikelchen zu entnehmen, die man auf die Oberfliche
des Blutserums impft, oder man zerquetscht bei zu grosser Hirte ein
Knotchen zwischen zwei abgekiihlten Skalpellen und nimmt diese zer-
quetschte Masse mit Platindraht, um sie zu verimpfen. Bei weniger
harter Consistenz schneidet man mit abgekithltem Messer ein und
entnimmt das Material mit _der Platindse.

Zur Entnahme von Hautstiickehen wihlt man bei Erysipelas
und dhnlichen in der Haut verlaufenden parasitiren Prozessen eine
Stelle, an welcher der Prozess vorwiirts schreitet. Die Haut wird
in der friither angegebenen Weise gereinigt und dann mit geglihten
Instrumenten ein Stiickchen Haut herausgeschnitten, welches event.
noch weiter zerkleinert resp. zerquetscht wird.

W. und R. Hesse!) schlugen folgendes Verfahren ein um die
anaérobiotisc hen Bacillen des malignen Oedems zu gewinnen,
nachdem durch mehrere Impfungen von Maus zu Maus die ibrigen
zuerst mit tbertragenen Bakterien beseitigt waren und das subcu-
tane Gewebe, der an der Schwanzwurzel geimpften Méiuse eine
Reinkultur reprisentirte. Nach Aufspannen der Miuse wurden die
Haare am Ricken und an den Seiten mit dem Paguelin’schen
Platinbrenner, event. mit Galvanokauter abgesengt; event. ist statt
dessen eine sorgfiltige Reinigung mit Birste, Seife und Sublimat
anzuwenden. Darauf wird ein breiter Streifen aus der Riickenhant
gebildet, indem von dem einen Hinterbeine die Seite hinauf bis zum
Halse, iiber den Hals hinweg und die andere Seite hinunter bis
zum anderen Hinterbeine ein bis auf die Haut gehender Schnitt ge-
fiithrt wird. Dieser Streifen wird mit geglihter Pinzette gefasst
und soweit zuriickgeschlagen, dass er hinter dem Thiere mit Nadeln
befestigt werden kann und etwa die Mitte des Riickens frei liegt.
An der so gebildeten Falte werden Stiickchen ausgeschnitten und

1) Dentsche med. Wochenschrift 1583, 5. 214.
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festen durchsichtigen Nihrmedien wihlte, welche ohne
jeden Zusatz diesem Postulat gerecht wurden, und zweitens,
indem er gewdhnliche klare Nahrlosungen durch gela-
tinirende Zusiitze zum Erstarren brachte.

Diese letzteren, welche zur Auffindung des Prinzips der Festig-
keit und Durchsichtigkeit fihrten, und zeitlich dem anderen Wege
vorangingen, gewann K och dadurch, dass er zu den frither bekannten
Normal-Nihrlosungen und zu bewiihrten Decocten und Infusen so
viel Gelatine zusetzte, dass diese Lisungen bei Zimmertemperatur
zu einem durchsichtigen festen Nihrboden erstarrten. Impfte Koch
nun in eine solche ,Nihrgelatine®, so lange sie noch nicht ganz
fest, sondern noch zihflissig war, von einer bakterienhaltigen Fliissig-
keit eine Spur, so wurde beim vollstindigen Erstarren jeder einzelne
Keim fir sich von einer Gelatineschicht umhillt. Waren nicht
zu viele Keime hineingeimpft worden, so blieben sie in Folge des
Festwerdens der Gelatine geniigend getrennt, so dass jeder Keim
am Orte der Fixirung isolirt zu einer Kolonie heranwachsen konnte.
Liess man die gelatinirte Losung auf einer durchsichtigen Glasplatte
erstarren, so konnte man diese Entwicklung der Kolonien aus den
einzelnen Keimen mit dem Mikroskope schon zu einer Zeit direct
beobachten, in der die Loupe oder das blosse Auge noch keinerlei
Entwicklung erkennen liessen.

Die gelatinirenden Zusitze dienten bei Koch nicht, wie bei
Klebs und Brefeld, zur Verhiitung der Verdunstung; die bessere
Nihrfihigkeit war nicht, wie Brefeld betonte, eine erwiinschte,
sondern im Prinzip eigentlich ejne unerwiinschte Nebenwirkung und
die gleichfalls von Brefeld hervorgehobene Mdglichkeit der Um-
kehrung gelatinirter Nahrtropfen zur Vermeidnng der Luftinfection
wurde theoretisch ganz nebensiichlich, weil auf dem festen Nahr-
boden auch die aus der Luft stammenden Keime sich streng locali-
sirt entwickelten, so dass sie durch den Ort der Entwicklung leidlich
von den absichtlich hineingebrachten Keimen auseinanderzuhalten
waren, Hierzu kommt noch, dass sowohl Klebs als Brefeld, um
gelatinirende Zusitze in ihrem Sinne anzuwenden, schon vorher,
der eine durch fractionirte Kultur, der andere durch Verdiinnung,
Reinkulturen haben mussten. Es findet sich weder bei Klebs noch
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Der Nachweiss, dass eine mit blossem Auge und bei schwiicheren
Vergrosserungen (bis zu etwa 80 bis 120 fach) sich einheitlich
reprisentirende und charakteristisch wachsende Ko-
lonie aus einem einzigen Keime hervorgehen kann, war vor
Mittheilung der Methode sicher gestellt. Bei Kultur-Hefen waren
die Formen der Kolonien nicht immer geniigend unterschieden. be-
sonders beil solchen Arten oder Rassen, deren Einzelzellen nicht sehr
different waren, so dass Hansen fiir diese Organismen jedesmal die
Entwicklung der Kolonien aus einem Keime am gelatinirten hiingen-
den Tropfen in der feuchten Kammer direct verfolgt, wenn er solche
Kolonien als Ausgang fiir absolut reine Massenkulturen in der Gihrungs-
Technik verwenden will. Bei einiger Uebung lernt man ziemlich
sicher beurtheilen ob eine Kolonie einen einheitlichen Ursprung hat
gleichgiiltig ob sie aus einem einzigen Keime oder einem einheit-
lichen Keimconglomerate hervorgegangen ist, oder ob sie aus einer
Vereinigung mehrerer differenter Kolonien hervorgegangen ist. Eine
absolut sichere Trennung in die einzelnen Keime ist auch durch die
Verwendﬁng der Gelatine nicht erreichbar, wie schon frither hei der
Verdiinnungsmethode dargelegt wurde, Dieser Fehler ist praktisch
wenig bedenklich, weil er durch einige successive Uebertragungen
eliminirt werden kann. Die Art wie ein Keim zu einer Kolonie aus-
wiichst und eine charakteristische Kolonie bilden kann, ist absolt
entscheidend nur zu losen durch Beobachtungen von einem Keime
in der feuchten Kammer, praktisch aber durch Vergleich vieler ein-
zelner Kolonien kaum weniger sicher zu ermitteln durch neue Ueber-
tragungen, welche mit mikroskopisch gepriiften Kolonien ausgefiihrt
werden,

Zum Bestimmen der Arten gibt gerade die Kultur in flachen
Gelatineschichten eine Reihe guter Anhaltspunkte, von denen am
lingsten bekannt ist, dass einzelne Arten die Gelatine verflissigen,
wihrend andere die Gelatine fest lassen. H. Buchner!) glaubte
Gewicht darauf legen zu sollen, dass einzelne Arten isodiametrische
Kolonien bilden, withrend andere anisodiametrisches, ungleichmissiges
Wachsthum zeigen. Leider liegen diesen Differenzen keine durch-

1) Archiv fir Hygiene 1885, III, 5. 364.
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IIT. Die Bakterien bewirken von vornherein eine mehr kreis-
oder kraterfirmige Verflissigung der Gelatine, bald mehr nach der
Tiefe, bald mebr in der Fliche fortschreitend. Hierher gehiren viele
der Collectivspecies bakterium termo, bacillus subtilis, einige Pyaemie-
bakterien und einige aus der wichtigen Gruppe der Spirochaeten
oder Kommabacillen. Bei einzelnen Arten schreitet die Verflissigung
fast parallel mit dem Wachsthum, bei anderen reicht die Verflissigung
durch Bildung loslicher Enzyme weiter als das sichtbare Wachsthum.,

Unter allen diesen Gruppen wieder giebt es solche mit und
ohne Bildung von augenfilligen Pigmenten. FEine scharfe Grenze
zwischen diesen Gruppen giebt es nicht, da die Concentration der
Grelatine hierauf von Einfluss ist., so dass z. B. manche Arten eine
109/, Gelatine nur erweichen, wihrend sie eine 5°/, Gelatine schnell
verfliissigen. Man muss deshalb immer dieselbe Concentration, am
besten 10°/,, zum Vergleiche benutzen.

Da mit Fortschreiten der Verfliissigung die Vortheile des festen
Nihrbodens verloren gehen, hat man diese Formen miglichst schnell
von den anderen zu trennen, indem man moglichst wenige Keime
verimpft, so dass die Berithrung der verfliissigenden mit anderen erst
eintreten kann, wenn die Kolonien schon geniigend zur Uebertragung
entwickelt sind. Man entnimmt immer vom Rande, wo die Ver-
fliissigung eben auf die noch feste Gelatine iibergreift, weil im Innern
der Verflissigung schon eine Vermisehung mit anderen Formen vor
sich gegangen sein kann. Zum Uebertragen wihlt man Kolonien,
welche bei mikroskopischer Controlle durch Trockensysteme einen
durchaus einheitlichen Eindruck machen und bei denen die charak-
teristischen Differenzen moglichst scharf ausgesprochen sind. Ausser-
dem ist es zur Controlle erforderlich, von den ubertragenen Kolonien
mikroskopische Deckglas-Trockenpriiparate herzustellen. Unter directer
Controlle eines schwachen Trockensystems, oder eines besonderen
Priiparirmikroskops entnimmt man mit einer sterilisirten Platinnadel
die zu iibertragende Probe.

a) Objecttragerkulturen, 1881; Taf. I, Fig. 1 und 3.

Die im Reagirglase befindliche Gelatine wird durch Aufkochen
oder Erwirmen bei ca. 30° im Wasserbade verflissigt und der
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noch nicht vollstindig fest, sondern sehr zihflissig ist, so impft
man dieselben, indem man mit einer sterilisirten Platinnadel eine
Spur der zu impfenden Substanz oder Fliissigkeit entnimmt und die-
selbe durch leichtes, nicht bis auf den Objecttriger reichendes Ritzen
strichformig eintriigt durch 3 bis 5 Impfstriche, Taf, I, Fig. 1.
Beim vollstindigen Erstarren der Gelatine werden dann die Keime
fixirt und, wenn nicht zu viele in einem Striche sich befanden, auch
von anderen Keimen so weit getrennt, dass jeder isolirt zu einer
Kolonie anwachsen kann.

Die geimpften Objecttriger werden in eine feuchte Glocke,
Fig. 26 8. 270, gebracht. Auf Banke von Glas oder Zinkblech bringt
man 2 bis 4 soleher Objecttriiger der Quere nach, deckt zum Schutze
eine zweite Glasbank daraber, und kann auf diese Weise mehrere
Etagen iiber einander anbringen, Fig. 40. Diese Glasbiinke werden
sorgfiltig gereinigt und vor dem Gebrauche
durch Hitze sterilisirt. Derartige Binke stellt

man sich ber, indem man etwa 4 em breite

ﬂ s ]l und cirea 14 em lange Streifen von Zinkblech
an jedem Rande 1 bis 1,5 cm weit umbiegt,

oder indem man auf 4 cm breite und circa 14 cm lange Glas-
streifen am Rande schmale (lasleisten mit Canadabalsam aufkittet;
noch einfacher ist es. wenn man (Glasleisten und breite Glass-
treifen getrennt vorrithig hilt und die Bénke durch Auflegen
der Streifen auf die Leisten nach Bedarf herstellt. Auf diese Binke
legt man einen entsprechend grossen Streifen trocknen Fliesspapiers,
auf den die Objecttriiger kommen. Ein absoluter Schutz gegen
Luftinfection wird nicht angestrebt. Die Keime aus der Luft kénnen
sich nur auf der Oberfliche der Gelatine ansiedeln und sind dadurch,
selbst wenn sie zufillig auf einem Impfstriche oder in unmittelbarer
Nihe zu einer Kolonie auswachsen, erkennbar. In Taf. I, Fig. 3,
ist bei ca. 15facher Vergrisserung, bei 2 ein solcher Luftkeim dar-
cestellt, dessen Kolonie an einer Stelle auch iiber den Impfstrich
hiniibergewachsen ist. Das Wachsthum der Kolonien im Impfstriche
controllirt man mit schwachen Trockensystemen bei 80 bis 150facher
Vergrosserung. Sind in einem Impfstriche verschiedenartige Kolonien
gewachsen, so tbertriigt man bei der zweiten Impfung durch Ent-

Fig. 40.
Q
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selbst durch die ganze Losung, aber auch ihre Stoffwechselproducte
werden schnell und gleichmissig durch die ganze Flissigkeit ver-
breitet. Die Bakterien wachsen deshalb im Allgemeinen in Li-
sungen schneller, aber die Flissigkeit wird auch deshalb schneller
ausgeniitzt und erschopft, weil die Stoffwechselproducte bei einer
gewissen Menge dem weiteren Wachsthum ein Hinderniss setzen.
In der Gelatine dagegen wird nicht das ganze Nihrmaterial auf
einmal zugiinglich, sondern nur das der nichsten Umgebung, so-
weit das wirkliche Wachsthum oder ausgeschiedene Enzyme reichen,
der andere Theil der Gelatine bleibt unverindert in Reserve und
wird nur mit dem Wachsthum in Angriff genommen. Die lislichen
Stoffwechselproducte dagegen werden durch Diffusion langsam in der
ganzen (relatine vertheilt und hiufen sich nur langsam in der nichsten
Umgebung an. Eine Anhiufung von Stoffwechselproducten, welche
das weitere Wachsthum hindern, findet in Gelatine langsam statt,
so dass die einzelnen Kolonien hinreichend Zeit haben, ihr charakte-
ristisches Wachsthum zu erreichen; diese Anhiufung ist aber in der
nichsten Umgebung von Impfstrichen bei der Objecttrigerkultur mit
ihren vielen Keimen schneller zu erwarten, als auf Platten, auf denen
die einzelnen Keime weiter von einander getrennt sind. Die
Plattenkultur bietet deshalb zuniichst die mechanischen
Eigenthimlichkeiten des festen Nihrbodens, der aller-
dings immerhin noch mindestens 90°/, Wasser enthilt, in einer
verbesserten Form. Welche enorme Anzahl von Keimen auf
diese Weise sicher von einander auf einer einzigen Gelatinplatte ge-
trennt werden konnen, zeigt die Fig. 4 der Taf. I, bei welcher jeder
Kolonie ein isolirter Keim entspricht und in der erst wenige Kolonien
sich berithrt haben.

Die Plattenkultur mit gelatinirenden Losungen fiigt zu
den schon friher erwiahnten Vortheilen der durchsich-
tigen und festen Nihrmedien noch die weiteren Vorzige
der V erdiinnungsmethode, sie ist eine vereinfachte
Verdinnungsmethode. Gegeniiber der Verdinnung in gewohn-
lichen Losungen hat sie den enormen praktischen Vortheil, dass die
ganzen Manipulationen schnell hinter einander ausgefiihrt werden
und sich nicht so oft wiederholen als Keime vorhanden sind resp.
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sirte Instrumente und Hinde und dann missen sich auch diese
Keime isolirt entwickeln. Hat die Luftinfection beim Oeffnen
und Impfen der Reagirgliser stattgefunden, so kénnen sich diese
Luftkeime natirlich ebenso in der Gelatine entwickeln, wie die ab-
sichtlich hineingebrachten; aber ihre spirliche Zahl wird im Ver-
hiiltniss zu den ibrigen Organismen einen Anhalt ihrer Herkunft
geben und dann macht man nicht nur eine einzige, sondern mehrere
Plattenkulturen von einem Material, von denen die eine
immer die andere controlliren hilft. Hat nach dem Erstarren
eine Luftinfection stattgefunden, so ist diese durch ihre ganz ober-
flichliche Lage meist leicht zu erkennen, wie 2 in Fig. 3, Taf. 1.

In der Mehrzahl der Fille geniigt dieses Verfahren. Aber
hin und wieder, bei Faulflissigkeiten, Biter, Fiices, stark verun-
reinigtem Wasser, ist die Zahl der mit einem Bakterientropfen, mit
einer ,Spur® ibertragenen Keime so gross, dass keine geniigende
Isolirung der einzelnen Keime -eintritt, sondern dass diese sich be-
rithren vor Auftreten erkennbarer charakteristischer
Wachsthumsdifferenzen,

In diesen Fillen muss die Verdinnung noch weiter ge-
trieben werden und dies kann man in zweierlei Weise erreichen.

Wenn man die entwicklungsfihigen Keime oder
richtiger die zur Entwicklung gelangten Kolonien
genau zihlen will, so verhindet man in einer gesondert zu be-
sprechenden Weise die Verdinnungsmethode in Fliissigkeiten mit
der Gelatine-Plattenmethode.

Will man aber ohne besondere Riicksicht auf die genaue Zahl
der Keime die einzelnen Arten trennen oder eine be-
stimmte, wichtige Art aus einem keimreichen Ge-
mische isoliren, so verwendet man besser ein zweites Ver-
fahren, welches sich an die fractionirten Kulturen anlehnt. Man
impft erst ein Glas der verflissigten Gelatine in der geschilderten
Weise mit einer Platindse oder Pipette mit dem Ausgangsmaterial,
das ,Original®. Nach griindlicher Vermischung ubertrigt man aus
diesem Glase zur ,ersten Verdiinnung* in ganz derselben Weise
einige, z. B. 5 kleine Tropfechen. Man hilt das Originalglas zwischen
Daumen und Zeigefinger, das noch zu inficirende zwischen Zeige-
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finger und Mittelfinger der linken Hand, nimmt erst den Pfropf von
dem Original ab, legt ihn, mit Pinzette gefasst, zur Seite oder giebt
ihn zwischen vierten und fiinften Finger der linken Hand, welche
dann gleichzeitig zwei Gliser und einen Pfropf zu halten hat.
Darauf nimmt man mit viertem und fiinftem Finger der rechten
Hand den Pfropf von dem zweiten (lase, taucht die Platinise in
das Originalglas und trigt diesen Tropfen in das zweite Glas ein.
Durch Hin- und Herbewegen und Andricken an die Glaswand sorgt
man dafiir, dass sich beim Herausnehmen kein Gelatinetropfen in
der Oese befindet. Man wiederholt dann mit derselben oder einer
vorher zurecht gelegten zweiten Platindse diese Uebertragung noch
einmal und fihrt so etwa fiinfmal fort. Dann setzt man erst den
mit der rechten Hand gehaltenen Pfropfen auf das frisch inficirte
(ilas, dann den in der linken Hand gehaltenen auf das Originalglas.
Nun hat man das Original = O und die erste Verdimnung =1
fertig. Darauf macht man nach Vertheilung der Keime durch
Schiitteln eventuell noch eine zweite = Il und selbst eine dritte,
mit III bezeichnete Verdinnung in ganz derselben Weise mit der-
selben Zahl Tropfen von der je vorausgegangenen Kultur. Man be-
zeichnet die Gldser schon vorher in der angegebenen Weise mit
Blaustift oder durch aufgeklebte Etiquette oder man macht orien-
tirende Zeichen am Wattepfropf selbst, indem man denselben am
Original unverindert lisst, wihrend man an den andern Glisern
durch Drehen einiger hervorgezogenen Fiden 1 resp. 2 oder 3 docht-
dhnliche, vorstehende Merkmale am Wattepfropf anbringt. Jedes
dieser Gliser liefert eine mit O, I bhis 111 bezeichnete Plattenkultur,
die man in derselben feuchten Glocke etagenweise unterbringt. Jede
dieser Kulturen controllirt die andere.

Hat man so eine Anzahl differente Bakterien getrennt, so macht
man von jeder derselben zundchst eine Stichkultur, um das Material
rein zu halten und dann in der Regel auch noch eine Plattenkultur,
welche dann bis auf eine etwaige Luftinfection eine Reinkultur
einer einzigen der in dem urspringlichen Gemische
vorhandenen Arten enthilt und damit alle Zweifel an der Rein-
heit der Kultur beseitigt. Diese Uebertragungen der rein kultivirten
Organismen wiederholt man nun zur Gewinnung typischer Kulturen
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ofters mit besonders charakteristisch gewachsenen, mikroskopisch ge-
priiften Kolonien, zum Theil in Stichkulturen, zum Theil in neuen
Plattenkulturen, um auf diese Weise auch jede geloste chemische
Beimengung des ersten Substrates zn eliminiren.

Die Verflissigung der Blutserum-Gelatine und ihre Verwendung
erfolgt in derselben Weise, wie die der gewdhnlichen Niahrgelatinen
hei 30 bis 40°,

Soll das Erstarren der vorher verfliissigten Gelatine zum Fixiren
der Keime verwerthet werden, so muss die Gelatine vom Momente
des Erstarrens ab, immer starr bleiben. Dies geschieht aber keines-
wegs immer und Koch selbst hat bereits zwei Grenzen erkannt.
welche der Verwerthbarkeit der gelatinirten Nahr-
lisungen gezogen sind. FEinmal verflissigt sich die durch
Kochen sterilisirte Gelatine in den brauchbaren Concentrationen bei
23 bis 257 und selbst, wenn man dieselbe nach Pekelharing in
viel unsicherer Weise bei 80" sterilisirt, verfliissigt sie sich bei
300 C., so dass dieser Nihrboden bei Bluttemperatur nicht in
festem Zustande verwerthbar ist. Zweitens verfliissigen manche
Bakterien die Gelatine durch Enzyme wiithrend des Auswaschens
und hierdurch wird gleichfalls die Festigkeit des Nihrbodens bald
aufeehoben.

Weitere Grenzen, wie sie von Malapert?!) und ich schon vor
mehreren Jahren hervorgehoben haben, liegen darin, dass die Gelatine
durch ihre chemische oder physikalische Beschaffenheit fiir manche
Bakterien als Nihrboden ungeeignet ist und darin, dass manche
Bakterien oder Pilze auf derselben, auch ohne die Gielatine zu ver-
fliissigen, so schnell wachsen, dass sie die empfindlicheren und lang-
samer wachsenden Arten iiberwuchern, bevor diese his zu charakte-
ristischen Kolonien herangewachsen sind.

Man kann einige dieser Uebelstiinde durch Zusatz zur Gelatine
oder Bouillon selbst zu beseitigen trachten und Chantemesse und
Widal?) haben angegeben, dass ein Zusatz von Karbolsiure
die Typhusbacillen nicht hemmt, wohl aber die verfliissigenden Bak-

1) Zeitschrift f. analyt. Chemie 1886, Bd. 25, 8. 39.

2) Gazette hebdomadaire 1887, 8. 146.
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durch 1 bis 2°/, Agar-Agar unerlisslich, weil dieser Nibrboden bei
370 fest bleibt. Man verfliissigt die Agarlosungen durch Aufkochen
und lisst sie dann bis auf ca. 42 bis 45° im Wasserbade erkalten.
Unter Beachtung der bei der Gelatine angegebenen Vorsichtsmaass-
regeln in Bezug auf Oeffnen, Schiefhalten der Gliser beim Impfen,
Vermischen der Keime und Wiederverschliessen der Gliser werden diese
Proceduren bei ca. 42° miglichst schnell bewirkt und dies kann un-
bedenklich geschehen, weil eine kurze Einwirkung dieser Temperatur
auf die Lebensfihigkeit der Bakterien ohne Einfluss zu sein scheint.
Dann wird die Agarlosung auf die Platten gegossen und mit Glas-
stab, Platinnadel oder Glasrand gleichmissig und schnell aus-
gebreitet.

Im Gegensatze zur Gelatine, welche durch Eis oder kaltes
Wasser zum Erstarren gebracht wird, muss das Erstarren des Agar
hei hoherer Temperatur geschehen. Man verwendet deshalb statt
Eis oder kaltemn Wasser, warmes Wasser von 37 bis 38° und er-
wirmt die Platten gleichfalls vorher aut diese Temperatur.

Lisst man die mit Agar beschickten Platten auf diese Weise
nur langsam abkiihlen, so werden die Agarplatten meist ebenso schin
wie die (relatineplatten und es tritt keine iibermiissige Contraction
des Agar ein. Lasst man das Erstarren bei Zimmertemperatur
schneller vor sich gehen, so kann sich das Agar-Agar beim Er-
starren so fest zusammenziehen, dass es sich von der Unterlage ab-
hebt. Um dies zn vermeiden, kann man die vier Ecken mit einem
Tropfen Siegellack an die Platten ansiegeln und es empfiehlt sich
ein fiir alle Mal, dem Agar etwas Gummi oder Gelatine zuzusetzen,
um seine Adhision an Glas zu steigern.

Die Platten mit Blutserum-Agar nach Unna werden wie die
gewbhnlichen Agar-Platten angefertigt.

Will man den Nihrwerth von Gelatine, Hausenblase, Carragheen
und Agar ausschliessen, um den Nahrwerth der Zusitze unter reinen
Bedingungen zu beobachten, so kann man nach W. Kihne?) eine
durchsichtige Kieselsiiuregallerte verwenden.

e —

1) Zeitschrift fir Biologie 1890, XXVII, 8. 172,
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Kehrer!) empfiehlt zur schuellen Differentialdiagnose die Agar-
losungen mit einem einzigen Reagens, z. B. Traubenzucker oder Dextrin
oder Kochsalz etc., in geringer, etwa 0,25°),, Menge zu versehen, um
auf dieser mageren Gallerte die Wirkung des einen Reagens reiner
hervortreten zu lassen, weil Agar an sich in destillirtem Wasser
gelist ein ungeniigendes Nihrmaterial ist. Das letztere gilt auch
von der reinen Gelatine,

Dieses Verhalten hat auch Beyerinek?®) zur Differential-
diagnose zu verwerthen gesucht, Vertheilt man Hefen- oder Bak-
terienkeime gleichmiassig in Agar oder Gelatine, der die ndthigen
Niihrsubstanzen der Art fehlen, so entwickeln sich die Kolonien
nicht. Giebt man nun auf die Oberfliche an verschiedenen Punkten
Tripfehen, welche die einzelnen zum Wachsthum ndthigen organi-
schen und anorganischen Bestandtheile enthalten, so diffundiren diese
in die Gelatine und es treten in derselben Stellen auf, in welchen
sich einzelne oder alle diese diffundirten Stoffe vermischen, so dass
an solchen Stellen alles Nihrmaterial vorhanden ist. An diesen
Stellen nun entwickeln sich die Keime in einem ,Auxanogramm*
und die Methode nennt Beyerinck Auxanographie. Indem
man so allmihlich die einzelnen Bestandtheile einfithrt, kaon man
bisweilen direct sehen, welche Bestandtheile nothwendig sind. Waren
der Gelatine alle erforderlichen Bestandtheile von Anfang an zuge-
setzt, so kann man in derselben Weise ihr Verhalten gegen Gifte
priifen.

¢) Modificationen der Plattenkulturen durch Verwen-
dung von Koélbchen und Rollréhrchen.

Das Verdiinnen in einer gelatinirenden Flissigkeit und das
Isoliren der vertheilten Keime durch das Erstarren der fliissigen
Gelatine wurde von Klebs und de Bary als das Columbus-Ei der
Methodik gefeiert und dies ist hei der ausserordentlichen Bequem-

1) Centralblatt f. d. med. Wissenschaften 1885, No. 41.

#) Archives Néerlandaises 1589, XXIII, 8. 367. Referat von Ludwig in
Centralblatt fiir Bakteriologie 1890, VII, No. 11: von Koch in Zeitschrift f.
w. Mikroskopie 1889, VI, S, 374, und von Klein ibid. 8. 525.
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lichkeit und Sicherheit dieser Methode auch wohl kaum zu viel ge-
sagt, wenn selbstverstindlich diese Methode auch ihre Grenzen hat
und sie andere Methoden nicht uberflissig macht. Ohne dieses
Princip aufzugeben, lag aber der Wunsch nahe, einige oft stirende
Fehler der Plattenkulturen zu beschrinken oder ganz zu beseitigen.
Einmal ist die Luftiufection nicht ganz aufgehoben und dieselbe kann
bisweilen recht stirend wirken, wenn dieser Fehler grundsitzlich
beseitigt sein muss, wie es bel Luftuntersuchungen der Fall ist.
Zweitens ist es nicht moglich, die ganze Gelatine auf die Platte zu
bringen und ein kleiner Rest bleibt jedesmal im Glase zuriick und
mit diesem Reste konnen auch Keime der Beobachtung entgehen.

Sehimmelbuseh?!) hat zum besseren Ausschliessen der Luft-
infection zwei gleich grosse Glassplatten verwendet, welche durch
einen schmalen Rahmen von Pappe getrennt so tubereinanderliegen.
dass Raum fiir die Gelatineschicht bleibt. Die verfliissigte und in-
ficirte Gelatinelisung wird anf die untere Platte gegossen, vertheilt,
die zweite Glastafel anfgelegt und durch federnde Metallklammern
an die untere angepresst. Durch den trockenen Pappestreifen soll
genug Luft zutreten konnen. Die von Langerhans?®) angegebenen
hohlgeschliffenen und mit passender, durch Vaseline abzuschliessender
Deckplatte bedeckten Glasplatten sind sehr theuer und lassen zu
wenig Luft zutreten.

Salomonsen®) und Cramer?*) haben 1834 gzur Vermeidung
der Luftinfection vorgeschlagen, die Gelatine in Erlenmeyer schen
Kolbehen statt in Reagirgliisern unterzubringen, dieselbe in diesen
Kiolbchen zu verflissigen, zu impfen und erstarren zu lassen. In
diesem Falle wird das Gefiss nur wihrend des Inficirens der Mog-
lichkeit der Luftinfection ausgesetzt und es kann kein Verlust an
(telatine eintreten, weil die Gelatine in ihrem urspriinglichen Gefasse
bleibt. Der Nachtheil gegeniiber den Platten hesteht darin, dass

1) Fortschritte der Medicin 1888, Bd. VI, No. 16.

2) Zeitschrift f. Medicinalbeamte 1890, 8. 220,

) Fortschritte der Medicin 1884, II. No. 19,

4) Die Wasserversorgung von Ziirich und ihr Zusammenhang mit der
Typhusepidemie des Jahres 1884, 1885, S. 84.
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erstarren lassen solle. Dies war das erste Dimmern der Plattenkul-
turen und ihrer vielen Modificationen.

Salomonsen und Christmas- Dircking - Holmfeld?)
nahmen die Mischung und Vertheilung der Keime in Gelatine in
flachen, gut bedeckten Doppelschalen von Glas vor. Babes und
Cornil?) und Heydenreich?® haben spiter dieselben flachen
Doppelschalen verwendet, bei denen Babes*) spiter kleine Aen-

Fig. 41.

derungen eingefihrt hat. Eben solche Doppel-
schalen haben mnoch spater auch Petri® und
Soyvka® empfohlen.

Will man diese Schalen heneunen, so muss
man sie Salomonsen’sche Schalen nennen, wo-
mit ich den etwas eigenthiimchen Streit um die
Prioritit dieser Entdeckung fiir beendigt halte.

W. Hesse") hatte gezeigt, dass man mit der
verfliissigten Gelatine die Wand von Rohren mit
einer dinnen Gelatinenschicht #berziehen kann,
wenn man die Gelatine unter fortwihrendem Drehen
der moglichst horizontal gehaltenen Rohren unter
dem kalten Wasserstrahle einer Leitung langsam
erstarren lisst. Sind in der verflissigten Gelatine
Keime vorhanden, so werden sie in dieser diinnen,
die Innenwand der Rohre auskleidenden Gelatinen-
schicht fixirt, wie Hesse selbst spiiter beobachtete8).
Das Verdienst diese Beobachtungen zuerst in ihrer
allgemeinen Bedeutung fiir die Methodik richtig
erkannt und systematisch durchgefithrt zu haben,

verbleibt Esmarch.?)

1) Forschritte der Medicin 1884, II. No. 3. Salomonsen’s Teknik

1885, Fig. 8.

2) Les Bactéries, 8. 103,

3) Handbuch. 2. Aufl.,, 1885.

1) Centralblatt fiir Bakteriologie 1888, IV, No. 1.

5) ibid. 1887, Bd. I, No. 9.

8) ibid. No. 18,

) Mittheilungen a. d. K. Gesundheitsamte 1884, Bd. 1I, 8. 182
8) Zeitschrift f. Hygiene 1888, Bd. IV, 8. 22,

%) ibid. 1886, Bd. I, 8. 293,
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Die Gelatine wird in den Reagirglisern in der gewdhnlichen Weise
verfliissigt und geimpft; durch Hin- und Herbewegen oder leichtes
Schiitteln werden die Keime vertheilt und dann wird, Fig. 41, die
festschliessende Gummikappe G iiber den Wattepfropf W gezogen.
Darauf wird das Rohrchen mit der verfliissigten Gelatine in einer
Schale mit eiskaltem Wasser so lange gleichmissig gedreht, bis die
(telatine in diinner Schicht gl das Roébrchen A innen auskleidet.
Dann nimmt man das Réhrehen ans dem Wasser, nimmt die Gummi-
kappe ab, damit durch die Watte wieder Luft zutreten kann. War

Fig. 42.

der Wattepfropf durch Gelatine benetzt, so zieht man ihn etwas vor:
ist er ganz mit Gelatine befeuchtet, so muss er ev. durch einen
frischen ersetzt werden. :

Hermann') bewirkt die Herstellung der Rollrbhrchen mit
einem durch die Wasserleitung getriebenen Rad und Schill®) ver-
wendet, um das Benetzen des Wattepfropfes zu vermeiden, kleine
Medicinflaschen. Zur gleichmiissigen Vertheilung der Gelatine an
der Wandung bringt Schill in das die verflissigte Gelatine ent-
haltende Robr ein zweites, entsprechend engereres Reagirglas, so

1) Centralblatt fir Bakteriologie 1890, VII, No. 2.
%) ibid. 1889, V, No. 10.
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die directe Beobachtung, die Zahl der Kolonien und die entstandenen
Arten beriicksichtigt wurden, haben ‘keine solche absolute Ueber-
legenheit der Verdiinnung in Flissigkeiten gezeigt, doch ist vielfach
zweifellos eme Ueberlegenheit in der Trennung der Keime vorhanden.

Gerade bei der Wasser- und Luftanalyse spielt die Zahl der
Keime fiir die Beurtheilung eine etwas grissere Rolle und ich hatte
schon frither') angegeben, dass man die Vortheile des Auffangens
und Vertheilens der Keime in Flissigkeiten mit der Plattenmethode
combiniren kann, Spiter hat Miquel?) diese Verbindung als procédé
-oder methode mixte nochmals beschrieben und gegeniiber der ge-
wohnlichen Plattenmethode sehr geriihmt.

Die Ausfithrung geschieht in der Weise, dass man Nihrgelatine
in Kolben oder Reagirglaser bei 30° fliissig hilt, oder dass man
Agar aufkocht und his anf 42 bis 45° abkiihlen lisst. Inzwischen
hat man die bakterienreiche Flissigkeit, z. B. unreines Wasser, Faeces,
Erde, Schlamm in destilirtes, sterilisirtes Wasser eingetragen und
durch Zerdriicken der festeren Partikel mit sterilisirtem Glasstab
und durch Schiitteln die Keime mdglichst isolivt und gleichmissig
darin vertheilt. Von dieser Mischung bringt man geringe Mengen
als fractionirte Einsaat in mehrere solcher Gliser mit fliissiger Ge-
latine- oder flissigem Agar-Agar und vertheilt diese geringe Menge
Keime nochmals durch Schiitteln moglichst gleichmissig in der Ge-
latine und lisst diese nunmehr zum Fixiren der Keime erstarren.
Sollen die entwicklungsfihigen Keime resp. die zur Ent-
wicklung gekommenen Kolonien miglichst genau gezihlt werden.
so muss natirlich die Menge des keimreichen Ausgangsmaterials
abgemessen und ebenso muss das zum Verdiinnen bestimmte Wasser
genau abgemessen werden, z. B. 10-, 100- oder 1000 cem, und jede
Verdiinnung und Uebertragung muss mit graduirten Pipetten und mit
bestimmten Einheiten, z. B. 1 cem oder bestimmten Theilen eines
solchen, vorgenommen werden. Sollen nur die Arten getrennt wer-
den, so kommt es hierauf nicht so genau an. Da fiir die Differen-
zirung der Arten die Fractionirung in mehreren Gelatinerdhrchen

1) Methoden 1885, 1. Aufl,, S. 111 u. 8, 165. 3. Aufl. 1886, S.163 u. 5. 238.
2) Annuaire pour 1888.
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andere, nunter dem Pfropf endigende Glasrohr As wird mit einem
Aspirator: oder mit der Wasserstrahlpumpe verbunden und durch
Aspiriren an demselben dauernd Luft durchgesaugt,
welche von o aus durch die Fliissigkeit g in Blasen
il aufsteigt, deren Geschwindigkeit nach Bedarf re-
oulirt werden muss.

Eine Beschrinkung des Luftzutritts,
welche oft schon bhis zu villigem Luftabschlusse
geht, erreicht man in verschiedener Weise.

Klebs?) hat den Apparat Fig. 44 angegeben.
In ein &usseres cylindrisches Gefiss A Gl, welches
mit einer Schicht Quecksilber Hg versehen wird,
tancht eine unten offene Glocke I G1 bei gedffnetem
Hahn H ein. Nach Schliessen des Hahnes H kann
man die innere Glocke beliebig hoch heben und in
der gewiinschten Stellung durch die am Stativ St
festzustellende Klammer K1 befestigen. Man kann
durch verschieden tiefes
Einsenken oder Hochhehen
der inneren Glocke den
Druck und die Sauerstofi-
spannung in derselben ver-
indern. Die zu priifenden
Objecte werden auf einen
im Quecksilber stehendén
eisernen Untersatz gestellt.
Der trichterfirmige Auf-
satz a dient, unter ent-
sprechendem Oeffnen des
Hahnes H, zur Regulirung
des Luftdruckes im Innern
der Glocke oder zur Er-
neuerung der Innenluft oder
auch zur Entnahme von

o Luftproben.
1) Die allgemeine Pathologie 1837, 8. 104.

Fig. 43.

Fig. 44.
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Hine starke Beschrinkung der Luft findet auch in dicken Gelatine-
schichten statt, wobei die Autoxydation der Gelatine wesentlich unter-
stiitzend wirken diirfte. Man sieht dies schon bei Strichkulturen.
Besser ist es aber, das Material nach Hesse!) auf den Grund des
Glases zu bringen und verflissigte Gelatine aufzugiessen, welche nach
dem Erstarren den in der Tiefe befindlichen Gegenstand abschliesst.
Man kann auch eine gewihnliche Strichkultur in fester
(elatine anlegen oder eine in verflissigter Gelatine ver-
diinnte Mischung erstarren lassen und giesst dann eine
Schicht Gelatine oder Oel O, Fig. 45, auf, so dass die
Kolonien g in der erstarrten unteren Gelatineschicht ohne
Luftzutritt sich entwickeln missen. Agar-Agar kamn in
ganz derselben Weise behandelt werden und seine Eigen-
schaft, bisweilen in gihrfihigen Zucker iiberzugehen,
kann dabei gelegentlich vortheilhaft zur Geltung kommen.

Nach Koch? kann man zum Luftabschlusse auf
die Gelatine- oder Agar-Agarplatten, wenn die Gelatine
~eben zu erstarren beginnt, ein dinnes Blatt von Marienglas oder
Glimmer auflegen, welches mindestens ein Drittel der Gelatine-
oberflache in der Mitte bedeckt. ,Das Glimmerblatt legt sich
wegen seiner Elasticitit vollstindig der Gelatinefliche an und sperrt
also an der bedeckten Stelle die Luft ab.* Anaérobiotische Bak-
terien wachsen auch unter der Glimmerplatte zu Kolonien aus,
withrend exquisit aérobiotische unter der Platte nur etwa 2 mm
weit gut wachsen, ,bis wohin noch eine Diffusion der Luft dringen
kann.* Von den a@robiotischen Bakterien bilden sich unter der
Glimmerplatte nur ,ganz ausserordentlich kleine, dem blossen Auge
nicht sichtbare Kolonien, die wahrscheinlich von dem noch in der
Gelatine enthaltenen Sauerstoff ihr Leben gefristet haben, die sich
aber nachher nicht weiter vergrdssern.

Nach Esmarch erzielt man eine fast vollstindige Verdringung
der Luft, wenn man den Hohlraum von fertig gemachten Rollrdhrehen
mit fliissiger Gelatine ausfiillt. Da die diinnen Gelatineschichten der

1) Deutsche med. Wochenschrift 1885, No. 14.
2) Berliner klin. Wochensehrift 1584, No. 31.
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Rolréhrchen gegen Temperaturerhobungen sehr empfindlich sind,
miissen dieselben in Eiwasser gestellt werden, wihrend die ver-
flissigte Gelatine eingegossen wird. Nach dem Erstarren sind die
in der Wandschicht fixirten Keime von der Luft fast vollstindig
abgeschlossen. Dies geschieht auch, wenn man die Rollrdhrehen
nach Schill so anlegt, dass man die verfliissigte Gelatine zwischen
dem gelatinebaltigen Rohrchen und einem eingefiihrten engen Rea-
girglase ausrollt.

H. Buchner!) bringt in ein grisseres dusseres reagirglas-
dhnliches Gefiiss alkalisches Pyrogallol, welches, nach Verschluss des
Gefisses mit einem luftdicht schliessenden Gummipfropf, den Sauer-
stoff absorbirt, so dass in dem Gefiisse eine Atmosphire von Stick-
stoff mit etwas Kohlensiure nnd einer Spur Kohlenoxyd bleibt. Auf
den Boden dieses dusseren Rohres wird 1 gr trockene, kdufliche Pyro-
gallussiure gebracht und dazu mit Pipette 10 cem einer '/, Kali-
lauge (1 Theil Liquor Kali caust. zu 10 Wasser) gegeben. Nun
wird sofort das zu prifende, entsprechend kleinere Reagirglas mit
Bouillon oder seiner Gelatine- oder Agar-Stichkultur oder Roll-
schicht auf ein kleines Drahtgestell im Innern des grisseren Ge-
fisses gestellt, sein Wattepfropf etwas gelockert und das dussere
Gefiss mit Gummipfropf luftdicht verschlossen. Ich verwende als
dusseres Gefiss grossere cylindrische Gliser, deren eingeschliffener
(ilasstopfen nach Beschicken noch mit Paraffin abgedichtet wird.
Auf den Boden dieses Gefisses kommt eine entsprechend grossere
Menge Pyrogallol. Im Innern befindet sich ein Dreieck mit Draht-
netz, auf welches eine grossere Zahl Reagirgliser gestellt werden
kann. Bei Bouillon und Agar kann das Ganze der Brittemperatur
ausgésetzt werden.

Der Beginn der Entwicklung kann sich bei dieser Versuchs-
anordnung mit dem Anfangs vorhandenen Sauerstoffe vollziehen, da
die Absorption desselben durch Pyrogallol bis zu 24 Stunden in An-
spruch nimmt. Um dies etwas zu mildern, kann man das Gefiiss
nach Beschickung mit den geimpften Rohrchen die ersten 24 Stunden
kalt stehen lassen; in dieser Zeit erfolgt keine Entwickelung, wohl

1) Centralblatt fiixr Bakteriologie 1888, Bd. 1V, No. 5.
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Vollstindiger Ausschluss der Luft kann in verschie-
dener Weise erzielt werden: 1. kann die Luft durch andere Gase
verdringt und ersetzt werden; 2. kann man durch Kochen der
Fiussigkeiten Wasserdampf entwickeln, welcher beim Ausstrimen die
Luft austreibt; 3. kann man die Luft durch die Luftpumpe entfernen.

Die Priifung auf Abwesenheit von Sauerstoff kann mit alkalischer
Pyrogalloldsung erfolgen, weil diese klare, gelbbriunliche Lisung
durch Sauerstoff sofort dunkel gefirbt wird. Auch Indigotin ist
brauchbar. Man versetzt die Controllprobe der alkalischen Bowillon
oder Grelatine mit einigen Tropfen der concentrirten wiisserigen Lo-
sungen und kocht auf. Hierbei verschwindet die blaue Farbe und
kehrt bei Luftabschluss nicht wieder, wiihrend sie bei Luftzutritt
allmihlich wieder erscheint. Nach Gunning ist Ferroferrocyaniir
noch empfindlicher und es bleibt bei Abwesenheit von Luft weiss,
withrend es sich bei Luftzutritt sofort bliut.

I. Verdringen der Luft durch Gase. Die zum Ver-
driingen der Luft bestimmten Gase werden in einem Kipp'schen
Apparate entwickelt. Kohlensiure ist fiir die meisten Bakterien
direct schidlich, so dass man ein anderes indifferentes Gas wihlen
muss. Nach den bisherigen Beobachtungen scheint Wasserstofl dies
bis zu einem hohen Grade zu leisten. Das aus kiuflichem Zink
und verdinnter Schwefelsiure erhaltene Gas muss erst eine Wasch-
flasche mit alkalischer Bleilisung passiren zur Absorption etwaiger
Spuren von Schwefelwasserstoff, dann eine Waschflasche mit Silber-
nitrat zur Absorption von Arsen und. schliesslich eine Flasche mit
alkalischem Pyrogallol zur Absorption mitgerissenen Sauerstoffs.
Man kann das Gas auch zum Reinigen erst durch verdiinnte Jod-
Jodkaliumlosung, dann durch verdiinnte Natronlauge und schliess-
lich durch ein mit Paraffinstiicken gefiilltes Rohr gehen lassen.

Man kann die ganzen Kulturplatten in grosse Glocken mit auf-
geschliffenen Deckeln setzen, welche Tuben fiir Zu- und Ableitung der
Luft resp. der Gase haben, in welche luftdicht schliessende Gummi-
pfropfe eingesetzt werden. In diesen einfach durchbohrten Gummi-
pfropfen stecken Glasrohren, von denen eine mit dem Gasentwick-
Inngsapparate verbunden wird, wihrend die Luft aus der anderen
entweicht. Nachdem die Luft durch Gas ersetzt ist, wird erst die
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inficirt. Nach dem Inficiren verengt man die Stelle a noch
etwas stiirker und leitet darauf den Wasserstoff von gl aus
durch die Flissigkeit; der Wasserstoff durchsetzt ven o aus die
Flissigkeit und reisst die Luft mit. Naech ca. 10 Minuten ist die
Luft verdringt; die Gelatine muss wihrend des Durchleitens in
einem Wasserbade bei ca. 30—35° fliissig gehalten werden. Nach
erfolgtem Austreiben der Luft wird, wiithrend noch Wasserstoff durch-
geleitet wird, zuerst das Reagirglas bei a und dann erst das Zu-
leitungsrohr bei d? zugeschmolzen.

So sicher und bequem dieses Verfahren auch ist, so leidet es
doch an dem Uebelstande, dass die Durchleitungsréhren zu theuer
sind und dass man es nicht gut auf grossere Kolben anwenden kann,
wie man sie zu Stoftwechseluntersuchungen gebraucht. Ich?') habe
deshalb das Prinzip in folgender Form, Fig. 47, angewendet. Auf den
Kolben K oder das Reagirglas wird ein mit zwei Durchbohrungen
versehener Gummipfropf G fest eingepresst.
In der einen Durchbohrung steckt ein bis
auf den Boden reichendes Glasrohr L, welches
das Gas von o aus durch die Fliissigkeit o
leitet und bei diesem Durchleiten die Luft
anstreibt. In deranderen Durchbohrung steckt
ein unmittelbar unter dem Gummipfropf endi-
gendes, kiirzeres, rechtwinkelig gebogenes Glas-
rohr a, welches zum Ableiten der Luft dient.
Nachdem -das Gas lange genug, d. h. nach
der Grosse der Reagirgliser und Kolben, 10
bis 20 Minuten durchgeleitet ist, wird das
Rohr a in der Nihe der Umbiegung abgeschmolzen, wihrend noch
Gas durch die Flissigkeit geht und dann erst wird das Rohr L zu-
geschmolzen.  Bisweilen ist es angenehm einen Indicator fir Ver-
inderungen des Druckes im Innern des Kolbens zu haben. In der-
artigen Fillen gebe ich dem Ableitungsrohre die Form a und bringe
gegen Schluss des Durchleitens einige Tropfen sterilisirtes Quecksilber
Hg ein, welches gleichzeitig Iuftdicht abschliesst; ein Abschmelzen

Fig. 47.

1) Journal fiir Gnahele11cﬁtung und Wasserversorgung 1887, No. 17.
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zene Ende wird dann wiederum in alkalischer, concentrirter Pyro-
gallollosung abgebrochen, durch Erwdrmen des Apparats ein Theil
des Gases herausgetrieben, bis die beiden Kugeln des U-formigen
Rohres b etwa zut Hilfte mit der Pyrogallollosung gefiillt sind.
Dann lisst man das Ende von ¢ in Quecksilber tauchen und bringt
den ganzen Apparat in einen Thermostaten.

Gunning') hatte den dlteren Versuchsanordnungen gegeniiber
geltend gemacht, dass die gebriuchlichen Abschlisse gegen die Luft,
wie Glashihne, Quecksilber, Pyrogallollisung, keine volle Sicherheit
bieten, da er durch das nach seiner Ansicht empfindlichste Reagens
auf Sauerstoff, das weisse Ferroferrocyaniir, die Anwesenheit von
Sauerstoff glaubte nachweisen zu kénnen.

Nencki und Lachowicz?) wihlten deshalb folgende Ver-
suchsanordnung, Fig. 56. Der Apparat besteht aus zwei Kélbehen,
A und C, von ca. 250 cem und einem Kolbchen B von etwa 50 cem
Inhalt.

Das Kolbchen A dient zur Entwicklung von Wasserstoff aus
Eisen und Schwefelsiure und zur Bildung von -eisenoxydfreiem
schwefelsauerem Eisenoxydulsalz; vor Einschmelzen des Trichter-
rihrehens a werden deshalb mehrere Rollen Klavierdraht in A ein-
gebracht. B dient zur Aufnahme von ca. 10 cem Blutlaugensalz-
lisung und zur Entwicklung des weissen Ferroferrocyanir., C ent-
hiilt die Nahrlosung. Die Kolben werden sorgfiltig gereinmigt oder
besser noch sterilisirt und durch Hitze getrocknet und dann bei d
zusammengeschmolzen. Darauf wird A zu 2%/, mit destillirtem
Wasser gefiillt, mit einigen Tropfen concentrirter Schwefelsiure an-
gesiiuert und zum Kochen erhitzt. Wiihrend des Siedens ist durch
Schriigstellung des Apparates Sorge zu tragen, dass die im Réhrchen
d zwischen A und ‘B condensirten Dampfe in den Kolben A zuriick-
Hiessen, weil sonst mit den Wasserdimpfen Eisenoxydultheilchen in
das Kolbchen B hineingerissen werden konnen. ,Hat das Wasser
einige Minuten gekocht, so lisst man es auf 69 bis 50° erkalten
und giesst durch das Trichterrdhrehen a von Zeit zu Zeit in kleinen

1) Journal, f. pract. Chemie. N. F., Bd. XX, 1879, 8. 434.
%) Die Anafrobiosefrage. Archiv f. d. ges. Physiologie, Bd. XXXIII, 1888.
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Nihrmaterial zu sein. Man setzt deshalb die anaérobiotischen Kulturen
in der Regel der Bluttemperatur aus und giebt ihnen zur Erndhrung
einen leicht spaltbaren Korper wie Zucker. FEs ist dies aber auch
nur eine etwas einseitige Deutung nicht geniigend ausgedehnter Be-
obachtungen. Naegeli hatte neben dem Zucker noch dem Pepton
eine besondere Rolle in der Erndhrung der Organismen bei der
Anaérobiose angewiesen, Die Choleraparasiten, welche nach Liborius
und mir in peptonhaltiger Gelatine anaérob wachsen kinnen, sollen
nach allen anderen Angaben niemals anaérob wachsen, weil sie in
zuckerhaltiger Gelatine keine deutlichen Kolonien bilden. Das letatere
ist ‘ziemlich genau richtig und doch ist die Sache ganz anders. Nach
(G. Wood’s Versuchen sind die Cholerabakterien im anaéroben Zu-
stande gegen Siuren sehr empfindlich und in der zuckerhaltigen
(Gelatine haufen sich im festen Zustande die Siuren zn stark an.
Wenn man zur flissigen Gelatine oder Bouillon mit Zucker aber
Kalk zusetzt, so wachsen die Cholerabakterien ziemlich fippig trotz
der Anaérobiose, weil die entstehende Siure sofort durch den Kalk
neutralisirt wird. Das beste Nihrmedium fiir die Cholerabakterien
‘bei Anaérobiose ist aber weder Zucker noch Pepton, sondern steril
aufgefangenes Serumeiweiss. Dies Beispiel zeigt, wie vorsichtig man
in der Deutung der Befunde sein muss. Bei Aérobiose und Anaé-
robiose muss man den Bakterien ein adaequates Nihrmaterial bieten,
welches man durch Versuche ermitteln muss.

Von der oben erwiihnten, aber durchaus nicht allgemein giiltigen
Thatsache ausgehend, dass Zucker die Anaérobiose begiinstigt,
kamen Kitasato und Weyl?) zu der Ansicht, dass, weil Zucker
in alkalischer Losung reducirende Kraft besitzt — was aber nur
vom Traubenzucker gilt, wihrend Rohrzucker oft ebenso vortheilhaft
ist — vielleicht die Fihigkeit solcher Stoffe, der Luft Sauerstoff zu
entzichen und so denselben fiir die Anaérobiose unschidlich zu
machen, in Form von Zusatz zu Agar allgemein verwerthet werden
kann. Hierher gehort, wie ich schon in den friiheren Auflagen er-
withnt habe, auch die Gelatine selbst ef. 8. 250. Viele dieser Stoffe,
welehe in alkalischer Lésung Sauerstoff absorbiren und reduciren,

1) Zeitschrift fir Hygiene 1890, VIII, 8. 41, IX, 8. 97.
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sauerstoff ist, geht meist zu Grunde, wenn ihm dieser Sauerstoff
entzogen ist. Doch giebt es auch Organismen und Zellen, welche
fir gewohnlich bei Luftzutritt leben und oxydiren, aber auch bei
Lnftabschluss leben, dann aber das Substrat nicht oxydiren, sondern
nur spalten.

Die weitere Consequenz der Pasteur’schen Auffassung iber
Anaérobiose ist schon von Pasteur selbst gezogen worden, Wenn
Organismen bei Luftabschluss leben und spalten, so miissen sie bei
Luftzutritt oxydiren, d. h. die Aérobiose miisste die Ursache der
Oxydation sein. Auch dies ist z. Th. richtig, oft aber auch ganz
falsch, da einzelne Anaérobien bei Luftzutritt nicht oxydiren, sondern
absterben. Nach Hoppe-Seyler setzt Luftdurchleiten dureh
Zuckerlosungen mit gewissen Hefearten die Alkoholmenge betricht-
lich herab, doch hat Duclaux fiir eine andere Hefeart gezeigt,
dass bei Luftdurchleiten ebenso reichlich Alkohol gebildet wurde.
Bei der Milchsiauregihrung habe ich fiir eine Bakterienart gefunden,
dass die Milchsiuremenge, statt bei Luftdurchleiten abzunehmen, im
Gegentheil zunimmt. Neben der anaérobiotischen Buttersiuregihrung
von Pasteur habe ich eine aérobiotische kennen gelehrt und
Lindenborn und Holschewnikoff haben gezeigt, dass eine
so exquisite Reduction wie die Bildung von Schwefelwasserstoff bei
Luftdurchleiten energisch vor sich gehen kann. und ebenso ist es
von Herius fir die Reduction von Salpetersiure zu Ammoniak fiir
eine Bakterienart gefunden worden. :

Die Chemiker, welche sich bis jetzt mit der Anaérobiose be-
schiiftigt haben, Pasteur, Fitz, Duclaux, Nencki, Hoppe-
Seyler, haben ausnahmslos nur die dynamische Seite der Frage
beriicksichtigt, aber nicht beachtet, dass wir es bei den Ferment-
organismen mit einem anpassungsfihigen Protoplasma zu thun haben,
welches bei der Anpassung eine Summe von Anpassungsmdiglichkeiten
reprisentirt, von denen die Anpassung an den Sauerstoff nur eine ist.
Diese phylogenetische Seite der Frage habe ich?') dann seit dem

1) Mittheilungen a. d. K. Gesundheitsamte 1854, Bd. IT, 8. 345; Deutsche
med, Wochenschrift 1884, No. 48; Journal fir Gasbeleuchtung und Wasser-
versorgung 1887, No. 11; Zeitschrift f. d. gesammte Brauwesen 1888. No. 11.
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mehr Wiirme liefern. Der Wasserstoff bei der Spaltung der Kohle-
hydrate wird bei der Spaltung der Albuminate und ihrer schwefel-
haltigen nichsten Derivate ganz allgemein durch Schwefelwasserstoff
ersetzt. 3

Mit dieser wesentlichen Einschrinkung und Berichtigung, dass
die Spaltung und Gihrung im Grunde unabhingig von Luftabschluss
und Luftzutritt ist, hat uns die Anaérobioselehre das Verstindniss
des Zelllebens am tiefsten erschlossen und ich betrachte es als
Pasteur's grosstes Verdienst, das er uns als Erster durch die
Entdeckung der Anaérobiose, trotz viel zu einseitiger Deutung des
Vorganges, das Wesen der primiren, intramolecularen Athmung zu-
giinglich gemacht hat.

13. Allgemeine biologische Anfgaben und Uebertragungen

zum Nachweise der causalen Beziehungen der Bakterien-

vegetationen zu Zersetzungsvorgiingen; Saprophytismus.
Finlniss, Giihrung.

In Hinsicht auf die Biologie lassen sich die Bakterien in zwei
grosse Gruppen trennen: die Saprophyten, welche sich von todten
organischen Korpern nihren, und die Parasiten, welche lebende
Organismen befallen.

Unter den Saprophyten scheidet man meist die eigentlichen
Fiulnisshakterien von deujenigen, welche eine mehr typische
Zersetzung der nicht lebenden organischen Materie bewirken, sodass
selbst eine technische Gewinnung der gebildeten Producte ermdglicht
wird. Diese letzteren Saprophyten bezeichnet man als Gihrungs-
oder Fermentbakterien. Ausserdem machen sich unter den
Saprophyten noch die Pigmentbakterien besonders bemerkbar.

Viele dieser Saprophyten scheinen, wie schon erwihnt, des
Luftsauerstoffs zum Leben und Wirken unter allen Umstinden zu
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Da eine Luftinfection in Flissigkeiten nicht sofort erkennbar
und die bei den Kulturen in Fliissigkeiten und bei den fractionirten
Kulturen besprochene Moglichkeit nie ganz auszuschliessen ist, dass
irgend ein derartiger zufillig hineingelangter Keim von gewdhnlichen
saprophytischen Bakterien alle Anderen iiberwuchert, muss man
bei allen Untersuchungen in Flissigkeiten eine gros-
sereZahl Einzelversuche ansetzen. Es empfiehlt sich diese
Uebertragungen im keimfreien Raume in einem feucht gehaltenen
(laskasten vorzunehmen.

Eine gewisse Begiinstigung des Wachsthums und der Wirkung
erfahren wohl alle saprophytischen Bakterien durch Steigerung der
Temperatur. Aber das Temperaturoptimum der verschiedenen
Arten schwankt und liegt fir viele Fermentbakterien ungefihr bei
der Bluttemperatur. Man muss deshalb nach der Beschickung der
Lisungen einzelne bei Zimmertemperatur, andere bei Briittemperatur
halten, um die zusagende Temperatur in Kiirze anniihernd zu er-
mitteln.

Die Controlle erfolgt nachdrei Richtungen, indem
einmal sterilisirte, ungeimpfte Ldosungen denselben
Aussenbedingungenausgesetzt werden,zweitens durch
das Mikroskop und drittens durch Reinkulturen.

Wenn in den geimpften Losungen sich fiir das Auge eine Aen-
derung bemerkbar macht, z. B. durch Triibungen, Wolken, Hiutehen,
Blasenbildung, so wird die Losung mikroskopisch durch Deck-
glas-Trockenpriparate gepriift, indem man vorsichtig mit
sterilisirten Instrumenten, Platinise oder Pipette, Proben entnimmt.
Man achtet ob nur ein und dieselbe Form vorhanden ist und ob
die Formen identisch sind mit den in den Reinkulturen beobachteten.
Differenzen konnen daher rithren, dass die Lisungen den Bakterien
mehr zusagen als die festen Niahrboden. Dann stellen sich auf der
Hihe der Gihrungen und noch mehr gegen Ende derselben bisweilen
Involutionsformen ein oder es treten in mehr typischer Weise bei
einzelnen Bakterien, besonders den Stibchen, eigenthiimliche Erwei-
terungen ein, welche den Stibchen eine Wetzstein-, Spindel- oder
Kaulquappenform verleihen. Wenn solche Erscheinungen boobachtet
werden, ist zu ermitteln, ob derartige Formenmit der Gahr-
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Brieger tidten z. B. bestimmte Bacillen, welche in Saccharaten
Propionsiuregihrung hervorrufen sollen, Meerschweinchen. Es ist
demnach durch miéglichst grosse Variation der Nihr-
substrate und der Nebenbedingungen und durch Ueber-
tragungen auf verschiedene Thierspecieszu ermitteln,
ob die saprophytischen Bakterien, und speciell die
Ferment- und Pigmentbakterien nur eine einzige Zer-
setzung erregen, oder ob sie in verschiedenen Sub-
straten verschiedene Zersetzungen erregen, ob sie
Pigmente bilden, ob sie durch Toxine giftig wirken,
oder ob sie auch 'parasitischer Lebensweise fihig
gsind.Y)

Auch die Reinkulturen der infectiosen Bakterien sind auf ver-
schiedene Substrate zu fibertragen, da sie moglicherweise Substrate,
auf denen sie zu leben vermdgen, in einer mehr fypischen Weise
zersetzen kinnen. Die Bacillen des Rotz z. B. bewirken auf ein-
zelnen Substraten die Bildung &ines braunen Pigments, die Spirochiiten
der Cholera asiatica bilden ein briunliches Pigment und spalten aus
Saccharaten Buttersiure ab und die Kokken der Osteomyelitis be-
wirken Milchsiuregihrung und rufen ein gelbes Pigment hervor.

Die Herstellung der Substrate und die Uebertragung auf die
selben erfolgt in der friher angegebenen Weise. Besonders ist
hierbei zu achten, ob sich mit Aenderung des Substrates die Form
in irgend einer Weise findert oder neue Formen auftreten. Durch
" Herstellung von Reinkulturen ist jedesmal eine sorgfiltige Controlle
der Uebertragungen zu machen, sobald irgend welche Eigenthiim-
lichkeiten oder Abweichungen von den schon bekannten Formen
beobachtet werden.

Mit Hiilfe der Reinkulturen ist zu ermitteln, ob die Bakterien
ihren Stickstoffbedarf nur aus Serum-Albumin oder Pepton,

1) ofr. diber diese Moglichkeiten: Fitz, Berichte der dentschen chemischen
(Gesellschaft 1882, 8. 867: 1834, 8. 1183; Leube und Graser, Virchow's
Archiv 1885, Bd. 100, 8. 540; meine Angaben in der deutschen med. Wochen-
schrift 1834, No. 48 bis 50, im Journal fiir Gasbeleuchtung und Wasserver-
sorgung 1887, No. 11 ff,, und meinen Vortrag fiber Beziehungen der Fiulniss
zu Infectionskrankheiten 1387,

o
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Enzyme,

welche zwar noch in keinem Falle als chemische Individuen nach-
gewiesen sind, aber doch von den dieselben producirenden Zellen ge-
trennt werden konnen und dann auch ausserhalb des Organismus
Hydratationen') bewirken. Wenn durch Bakterien derartige Hydra-
tationen ausgeiibt werden, ist durch Versuche direct zu ermitteln,
ob diese Prozesse von den Bakterien trennbare, dchte Enzymwirkungen
sind, oder ob dieselben von der lebenden Zelle nicht isolirt werden
kinnen. Von Krukenberg wurden Hydratationen ohne trennbare
Enzyme bei niederen Thieren sichergestellt; ich vermochte die
Hydratation des Milchzuckers durch die Milchsidurebacillen nicht von
diesen Bakterien zu trennen und Leunbe gelang es nicht, ein Enzym
von den Bakterien der Harnstoffgihrung zu trennen.

Es liegt nicht der geringste Grund vor, jede durch Bakterien
ausgeiibte Hydratation ohne weiteres als Wirkung eines trennbaren,
isolirbaren, dchten Enzyms aufzufassen, sondern es sind hieriber nur
directe Versuche entscheidend. Die Einzelheiten dieses Nachweises
gehoren wesentlich in das Gebiet der Chemie?). Der allgemeine
(rang beruht daranf, dass durch Alkohol die Enzyme mit den Albu-
minaten niedergerissen werden; dann werden dieselben mit Glycerin
oder Wasser aufgenommen und dadurch von den Albuminaten ge-
trennt, und dies wird event. wiederholt. Diese Prozeduren miissen in
steriligirten Losungen gemacht werden, welche mit Reinkulturen ge-
. impft waren, wobei besonders auf etwaige Anwesenheit von Sporen
zu achten ist. Weigert¥®) hatte schon frither gefunden, dass Glycerin
fir diese Zwecke bisweilen im Stiche lisst, und ich*) fand, dass Al-
kohol und Glyeerin zur sicheren Trennung der Enzyme nicht immer
ansreichen, hesonders wenn Sporen vorhanden sind.

1) Kiithne: Erfahrungen und Bemerkungen iiber Enzyme und Fermente.
Untersuch. des physiologischen Instituts der Universitit Heidelberg, Bd. I,
Heft 3, 1877.

) ¢fr. A. Mayer: Die Lehre von den chemischen Fermenten 1882.

8) Ueber Glycerin als Unterscheidungsmittel geformter und ungeformter
Fermente. Deutsche med., Wochenschrift 1877, No. 40/41.

4) Mittheilungen aus dem K. Gesundheitsamte, Bd. II, 1884, 8, 343.
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Die fiir die Pathogenitit der Infectionserreger wichtigsten
giftigen Eiweisskorper und Enzyme sind unter den Albumosen
und den an sich schon giftigen Peptonen gefunden worden. Bei
den genauer gepriften hierher gehtrigen Kirpern war die Wirkung
annihernd innerhalb derselben Temperaturgrenzen und vertrugen
dieselben das Kochen nicht ohne Einbusse oder Verlust ihrer gif-
tigen Eigenschaften. Auch unter den Globulinen scheinen sich
solche Giftkorper zu finden. Zur Gewinnung solcher Gifte ist oft
die Wahl genuiner Eiweisskorper unerlisslich und ebenso muss
meist beobachtet werden, dass diese Spaltungsproducte sich oft nur
bei Luftabschluss bilden oder anhiiufen konnen, wihrend sie bei
Luftzutritt weiter zerlegt, oxydirt und so wieder vernichtet werden.

Neben diesen Toxalbumosen im engeren Sinne, welche far die
typische Giftwirkung der einzelnen Infectionserreger charakteristisch
sind, finden sich bisweilen unter den Stoffwechselproducten bei Kul-
tur in Flassigkeiten Eiweisskorper, welche gleichfalls giftig sind.
aber hihere Temperaturen, bisweilen selbst wiederholtes Kochen und
Temperaturen iber 100° vertragen. Diese Stoffe scheinen sich
wesentlich als die Schutzstoffe bei den Impfungen herauszustellen
und unter ihnen finden sich auch die Korper, welche man zun Heilimpf-
ungen, also als specifische Heilmittel verwerthen kann.

Ausserdem kann man den Bakterien, welche auf festem
Niahrboden gewachsen sind, nachdem sie getodtet wurden, nach
H. Buchner?') durch Extraction mit verdinnter Kalilauge Proteine
entziehen, welche reactive Entziindung und selbst ausgesprochene
Eiterung erregen. FEine von Koch?) angedeutete directe Extraction
solcher Kulturen mit 40=50°/ igem Glycerin gelingt dagegen
nicht immer, wohl aber nach Scholl und mir?®) bei Kulturen in
Flissigkeiten.

Fiir den Nachweis von Toxinen post mortem z. B. in der ge-
richtsiirztlichen Praxis war es bisher ein schwerwiegender Uebelstand,
dass die Toxine spontan durch Spaltung oder Oxydation wihrend

1) Berliner klin. Wochenschrift 1890, No. 30.
2) Deutsche med. Wochenschrift 1891, No. 8.
9) Berliner klin. Wochenschrift 1891, No. 4 und 8.
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Effect hinsichtlich der Zellenthitigkeit umgekehrt proportional ist
der Intensitiit des Reizes.®

Jeder physikalische, chemische und physiologische Eingriff wirkt
innerhalb einer gewissen Breite auf Auskeimen und Wachsthum von
Mikroorganismen:

I. Begiinstigend, als Reiz, und in dieser Breite besteht fir

jedes Agens ein Optimum seiner Wirkung.

II. Bei Steigerung des Reizes wirkt er absehwichend, die
vitale Energie herabsetzend; oder entwicklungshem-
mend, aber noch nicht das Leben verhindernd oder tidtend.

III. Bei anderen Graden der Intensitit verhindert er das Aus-
keimen. Mit spezieller Beziehung zu den Faulnissvorgingen
und der Wundbehandlung bezeichnet man dies auch als
Asepsis oder Kolysepsis (G. Samter).

IV. Er tidtet Bakterien im vegetativen Zustande und verhindert
deren weiteres Wachsthum = Antisepsis.

V. Er vernichtet die Keime ohne Riicksicht darauf, ob sie

- sich im vegetativen oder Danerzustande befinden = Steri-
lisation und Desinfection.

Zwischen diesen Gruppen giebt es keine scharfe Trennung und
fiir jede Art miissen die Beziehungen des Eingriffes gesondert er-
mittelt werden und derselbe Eingriff kamn vpach den verschiedenen
Bedingungen und den ehemischen oder physikalischen Verinderungen
des Mediums verschieden einwirken. Diese Ermittelungen sind des-
halb wichtig, weil man seit Pasteur’s Vorgang bemiiht ist durch
verschiedenartige Eingriffe die infectiosen und toxischen Wirkungen
der Bakterien so herabzusetzen, dass die resultirenden Kulturen be-
stimmte vitale Eigenthimlichkeiten bekommen und weiter vererben.
Wenn Fliigge Werth darauf gelegt hat, dass viele dieser Eingriffe
die Arten degeneriren machen, so muss dem gegeniiber auch her-
vorgehoben werden, dass dieselben Eingriffe bei anderer Intensitiit
oder dass andere Eingriffe die abgeinderten Abkommlinge auch fiir
die neuen Bedingungen hesser geeignet machen, so dass keine de-
generirte Art, sondern eine kriftige Modification oder Varietiit der
Art sich bildet. Jeder Versuch die Infectionskrankheiten etwa in
Giruppen zu theilen, deren eine auf Eingriffe lebenskriftige Modifi-
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auszuwachsen. Man impft zu diesem Zwecke sowohl feste Gelatine
in Reagirglisern stichformig, als sterilisirte Lisungen mit Reinkul-
turen und setzt die Gliser in Eis- oder Schneewasser, um die Tempe-
ratur von 0 lingere Zeit zu halten, oder wochenlang in den Eis-
schrank, dessen Temperatur im Allgemeinen nicht unter 5° sinkt
und 8° nicht ibersteigt. ‘Temperaturen iiber 8° bis zur Zimmer-
tamperatur erreicht man am besten in kithlen Zimmern, in Gefissen
mit doppelten Wandungen, durch welche fortwihrend kaltes Leitungs-
wasser circulirt, unter Controlle eines Soxhlet- Rohrbeeck 'schen
Thermoregulators. Fiir Temperaturen iiber 15° bis zur Bluttempe-
ratur dienen die frither angegebenen Thermostate, S. 233.

Mit Hiilfe eines Thermostaten ist das Temperatur-Optimum
zu ermitteln, d. h. diejenige Temperatur, bei welcher die Bakterien
sich am intensivsten vermehren und wirken. Man impft zu diesem
Zwecke Nihrgelatine resp. Agar-Agar, festes Blutserum, Kartoffel-
scheiben mit den Reinkulturen nnd ermittelt die Zeit, innerhalb
welcher deutliche, charakteristische Kolonien sich bilden. Daunn
impft man sterilisirte Nihrlosungen in Reagirglisern und Erlen-
meyer’'schen Kolbchen mit den Reinkulturen und ermittelt durch
von Zeit zu Zeit vorgenommene Priifungen, bei welcher Temperatur
das Maximum der Wirkung, z. B. ein bestimmter Siuregrad, in
kitrzester Zeit erreicht wird. Das Optimum der Temperatur fir
Vermehrung und Wirkung schwankt bisweilen nur innerhalb weniger
Grade, zeigt aber oft auch eine grosse Breite. Jenseits des Optimums
folgt wieder eine Abnahme der Wachsthums- und- der Wirkungs-
intensitit. Zur Ermittlung dieser Grenze impft man die Reinkul-
turen sowohl auf feste Medien, als in zusagende Flissigkeiten. So
ermittelte ich z. B., dass die Vermehrung und Wirkung der Milch-
siiurebakterien zwischen 45,3 und 45,5° C. in Mileh und 3 bis
49/ igen Zuckerlisungen aufhort, ohne dass aber eine Tddtung der
Bakterien erfolgte. Diese Grenze bezeichnet zunichst nur eine Ent-
wicklungshemmung, eine Art Warmestarre, oberhalb der
erst die eigentliche Vernichtung der Bakterien erfolgt.

Nachdem im Februar 1880 Pasteur die Entdeckung mitge-
theilt hatte, dass durch biologische Eingriffe die Bhkterien der
Hiihnercholera in ihrer Virulenz abgeschwiicht werden, und dass
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Um die Temperatur genauer festzustellen, bei welcher Spo-
rengetédtet werden, wendet man am bequemsten ein recht tiefes
Wasserbad mit constantem Niveau an. Das Wasser des Bades muss
hiher stehen als das Niveau der Fliissigkeit in den Glisern, in
denen die Temperatur etwas niedriger bleibt wie im Wasserbade,
so dass die ermittelten Zahlen nicht genau den wirklich in den
Glisern erreichten Temperaturen entsprechen. Wenn der Tempe-
raturausgleich angenommen werden kann, nach ca. !/, Stunde, wer-
den die Gliser unter schnellem Oeffnen mit den Sporen geimpft
und wiederholt hin und her bewegt. Man lisst die Glaser bei ver-
schiedenen Temperaturen, z. B. Siedetemperatur, 95° 90° his 70°
verschieden lange Zeit, bringt dann einige Gliser in das Tempe-
raturoptimum der betreffenden Art, um durch Auftreten oder Aus-
bleiben von Triibungen auf die Tédtung zn sechliessen. Den Inhalt
anderer Gliser kann man mit Gelatine mischen und zu Plattenkul-
turen verwenden, Zum Studium der Temperatur iiber 100° bedient
man sich fiir diese Ermittelungen der Salz- oder Oelbiider oder des
gespannten Dampfes.

Auch die Sporen kinnen vor der Tddtung eine Abschwichung
erfahren, was durch Uebertragungen auf zusagende Losungen oder
Thiere festzustellen ist. Als Anhalt iiber die grossen Temperatur-
differenzen, welche bei Bakterien zu beachten sind, kann dienen, dass
nach Forster!) und Fischer®) der M. phosphorescens bei 0° in
t bis 8 Tagen deutliches Leuchten auf Fischen bewirkt, und dass -
es Fischer und Jahn gelang, aus Seewasser und Erde 14 Arten
zu kultiviren, welche bei 0 wachsen. Z opf?®) fand eine Clostridium-
art, welche im Wasser Sporen bildete, als sich dasselbe bereits mit
Eis bedeckte. Die meisten Sdprophyten verfallen schon bei ca. 5°
einer Art Kiltestarre und vermehren sich erst oberhalb dieser
Temperatur; die meisten Wasser- und Erdbakterien haben ihr
Temperaturoptimum bei ca. 20 bis 25°; fir die pathogenen Bak-
terien liegt die Kiltestarre hoher und ihr Optimum ist bei Blut-

1) Centralbl. f. Bakteriologie 1887, Bd. II, No, 12.
?) ibid. 1888, Bd. IV, No. 3.
3 Die Spaltpilze, 3. Aufl. 1885, 5. 36.
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suchsreibhen nicht immer unmittelbar mit einander vergleichen, son-
dern stets direkte Controllversuche mit demselben Material machen
muss. Dann trocknet man die Fiden im Exsiccator, legt sie in
Uhrgliser und setzt sie im Trockenschranke verschieden hohen Tem-
peraturen direct aus und bringt dann die Fiden mit einer sterilisir-
ten Pinzette in Bouillon und auf schief erstarrtes Agar oder auf
Kartoffelscheiben und driickt sie etwas in den Nihrboden ein, um
sie besser haften zu machen. Die Gliser kommen dann in den
Briitofen.

Desinfectionsversuche mit Fliissigkeiten

stellt man derart an, dass man Uhrgliser, Krystallisationssehalen oder
Reagirgliser mit einer Losung des zu priifenden Mittels in verschie-
denen Concentrationsgraden fiillt und in einzelne, nach der obigen
Angabe, imprignirte Fiden mit, in andere Fiden ohne Sporen
einbringt.

Nach verschieden langer Einwirkung nimmt man die Fiden mit
sterilisirter Pinzette aus den Losungen, spiilt sie mit sterilisirtem
Wasser ab und bringt dieselbe in Bouillon und in erstarrte Nihr-
gelatine oder Agar-Agar, welche vorher auf Platten ausgegossen
waren; man muss die Fiden etwas in das feste Substrat eindriicken.
Man kann sie ebenso auf Kartoffeln iibertragen. Zur Controlle
nimmt man inficirte Faden, welche gar nicht weiter behandelt wurden,
und andere, welche nur mit sterilisirtem Wasser ahgespiilt waren.
Die Differenzen in der Zeit der Entwickelung oder das ginzliche
Ausbleiben kann man dann direct beobachten. Eine weitere Controlle
ist erforderlich dadureh, dass man Thieren solche Fiden unter die
Haut bringt.

Geppert!) hat ermittelt, dass bei dem Auswaschen der in-
ficirten und mit einem Desinfectionsmittel impriignirten Faden oft
soviel dieser Fliissigkeiten in den Fiden zuriickbleibt, dass ein
Auswachsen der Keime nicht stattfindet, selbst wenn sie noch nicht
getddtet waren und noch lebensfihig sind. Er bewies dies, indem
er das (als Beize, cfr. oben) fest an die Fiiden gebundene Desinfec-

1) Berliner klin. Wochenschrift 1839, No. 36; 1890, No. 11.
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eintrat. Auch mit Kaliumbichromat in der Stirke von 0,05 ol ge-
lang ihnen die Abschwiichung der Milzbrandbacillen.

Chamberland und Roux') gelang es, nachdem zuerst
Pasteur durch Kultur bei 42 bis 43° die Sporenbildung der
Milzbrandbacillen systematisch verhindert haite, durch Zusatz von
1:2000 Kaliumbichromat und von 8—20:1000 Phenol zur Bouillon
und achtigiger Kultur bei 30 bis 33° Generationen von asporoge-
nem Milzbrand zu ziichten. -

Derartige Versuche lassen sich auch in Nihrgelatine machen ;
man figt zu der verfliissigten Nihrgelatine oder dem Agar die ge-
wiinschte Menge des zu priifenden Mittels, impft diese Gliser nach
dem Erstarren der Gelatine stichformig und kann dann direct den
Erfolg sehen. Zur Controlle impft man andere Gliser mit Nihr-
gelatine ohne jeden weiteren Zusatz, welche dann einen schnellen
Vergleich gestatten. Dies Verfahren empfiehlt sich besonders zur
Orientirung und zu Demonstrationszwecken.

Den Einfluss von gelosten Mitteln auf solche Bakterien, welche
nicht an Fiden angetrocknet werden kimnen, studirt man noch be-
quemer derart, dass man erst frische Bouillonkulturen mit der Bak-
terienart anlegt, so dass man die Bakterien im kriftigsten Zustande
in einem zusagenden Medium hat. Dann bereitet man sich eine Lisung
der zu prifenden Substanz von der doppelten Stirke, welche man
prifen will. Darauf figt man von dieser Lisung eine bestimmte
Menge zu der gleichen Menge der Bakterienbouillonkultur und
schiittelt gut durch, um beide Losungen zu mischen und die Bak-
terien gleichmiissic mit dem gelosten Mittel in Beriihrung zu
bringen. Dann entnimmt man nach bestimmter Zeit, z. B. nach 30,
45, 60 Sekunden, nach 2, 5, 10 Minuten, eine Platintse und iber-
triigt diese in Bouillon, welche bei Bruttemperatur gehalten wird,
die etwaige schwichende Einfliisse am schnellsten ausgleicht, oder in
ein Reagirglas mit verflissigter Gtelatine, mischt und legt damit
eine Rollkultur an. Hs giebt wohl kaum eine Aufgabe, bei der
sich die Esm arch’schen Rollrohrchen so glinzend bewihren, wie
derartige Desinfectionsversuche, weil man in kiirzester Zeit eine

1) ibid. 8. 1090 und Annales de I'Institut Pasteur, 1890, 8. 25.
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machen, wie es z. B. bei Creolin und Kresolin geschehen ist. Da
diese Seifen aber fiir die Hinde und Instrumente nicht angenehm
sind, ist es besser sie in anderen Salzen zu lésen.

Auf entwicklungshemmende Eigenschaften in sterilisirtem oder
sterilem Blutserum priift man nach Behring?!) in der Art. dass
man zu 10 cem Blutserum in einem Reagirglase von der zn ent-
nehmenden Losung Tropfen bestimmter Grosse mit einer Biirette
oder Pipette zufiigt. Fasst z. B. der Tropfen 0,02 cem und ist die
Losung 5°[,ig, so enthilt jeder Tropfen 0,001 Substanz, auf
10 em Blutserum also 0,0001, d. h. also dass ein Tropfen der
5°%,igen Losung aus dem Blutserum eine 0,0001°,ige Losung
darstellt. Hiervon entnimmt man einen Tropfen auf ein sterilisirtes
Deckglas und imptt diesen Tropfen mit frischem Milzbrand aus
Blut oder Kultur und giebt das so geimpfte Deckglas auf einen
hohlen Objecttriger, welchen man in den Brutschrank stellt. Nach
24 Stunden sieht man unter dem Mikroskop, ob Wachsthum einge-
treten ist oder nicht. Trotzdem man von sterilisirtem Blutserum
nicht einmal einen fehlerlosen Schluss auf das Verhalten des sterilen
Blutsernms und des Blutes machen und von Milzbrand nicht gut
auf andere Bakterien schliessen kann, glaubt Behring, dass nach
seinen Versuchen die Antiseptica 5—7 mal giftiger fiir den thierischen
Organismus sind als fir Milzbrandbacillen und dass man aus diesem
Verhalten a priori die Giftigkeit vorher berechnen kann. Nach dem
.in der Drth'nphenuisulfﬂsiura von mir gefundenen Prinzip und der
Wirkung specifischer Mittel wird man wohl auf starke Einschrink-
ungen dieser angeblichen (esetzmissigkeiten gefasst sein miissen.

Auch das sterile Blutserum {ibt bakterienfeindliche, nach
Buchner? besonders an die Eiweisskérper gekniipfte, und nach
Behring und Kitasato?®) ausserdem bakteriengiftvernichtende
-antitoxische® und ,antifermentative* Wirkungen aus.

1) Deutsche med. Wochenschrift 1887, No. 87; dentsche militiarirztliche
Zeitschrift 1888,

2) Centralblatt fiir Bakteriologie 1889, V, No. 25; VI, Ne. 1.

3) Dentsche med. Wochenschrift 1890, No. 49.
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schmale Gummiringe, r, wird ein Abgleiten vom (ilasstabe verhiitet.
Der Glasstab selbst sitzt fest in einem Kautschukstopsel, der genau
die grosse centrale Oeffnung verschliesst. Das rechtwinklige, bis
fast auf den Boden reichende Glasrohr, ce, fiihrt das nach den
Regeln der Chemie im Apparate C entwickelte Gas in den Glas-
ballon, dessen Temperatur durch das Thermometer, t, gemessen
wird. Durch das dicht unter der Kappe endigende Glasrohr b
kann zur Untersuchung jederzeit Gas entnommen werden, wenn man
den Aspirator D in Thitigkeit setzt, mit dem man abgemessene
Volumina Luft entnehmen kann. Das Gas wird in B duorch eine
Absorptionsfliissigkeit geleitet, in der der Gehalt des abgesaugten
Luftvolumens an (Gas maassanalytisch bestimmt wird.

Um den Einfluss der Gase auf Bakterienvegetationen qualitativ
zu studiren, kann man nach Buchner') in das mit der Bakterien-
kultur beschickte Reagirglas oder Kolbchen mit Hilfe eines Drahtes
ein Miniatur-Reagirglischen mit dem Desinfectionsmittel einhingen.
Fir derartige Fille eignet sich auch der Apparat Fig. 52, S. 370,
bei dem man nur den durch die Gummiverbindung g angefiigten Anf-
satz r, Lp weglisst. Man saugt dann durch a, die Bouillonkultur
in den Schenkel S; und schmilzt a, wieder zu; ebenso saugt man
durch a, das Desinfectionsmittel in den Schenkel S, und verschliesst
auch a, wieder. Wenn man dann bei H zuschmilzt oder ein iber
H geschobenes Gummirohr abklemmt, missen die von S, entweichen-
den Gase den ganzen Innenraum erfiillen.

Bei Desinfectionsversuchen in Flissigkeiten und Gasen setzt
man das an Fiden angetrocknete sporenfreie und sporenhaltige
Material theils frei der Einwirkung dieser Medien aus, um den un-
mittelbaren Effect rein zu beobachten. Zu anderen Versuchen ver-
packt man das Material in Fliespapier, in ausgehohlte Kartoffeln ete.,
um die natiirlichen, erschwerenden Bedingungen nachzuahmen.

Um den REinfluss der Trockenheit der Luft, des

Austrocknens

zu studiren, bringt man einen Tropfen Kulturflissigkeit mit Bakterien
auf ein sterilisirtes Deckglas, lisst den Tropfen, gegen Staub ge-

-1] Centralblatt fiir Bakteriologie 1887, II, No. 12,
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Die Electricitat

ist nach Cohn und Mendelsohn') in Form der physiologisch
wirksamen Inductionsstrome auf Bakterien in Flissigkeiten ohne
Wirkung. Die Wirkung des constanten Stromes auf die Vermehrung
von Bakterien sowohl in Nihrldsungen, als auf die Entwickelung von
Mikrokokkus prodigiosus an der Oberfliche von Kartoffeln hing ab

von der Stromstirke und war zuriickzufithren auf die electrolytische
Wirkung des Stromes.

Die Phosphorescenz

der Bakterien ist durch die zuerst Fischer?® gelungene Reinkultur
einiger Arten dem Experimente zuginglicher geworden. Eine Er-
ginzung brachte auch Forster®) und Ludwig, derschon frither*)
unsere Kenntnisse iiber die photogenen Mikroorganismen gefordert
und die Phosphorescenz durch einen Mikrospectralapparat zu be-
stimmen versucht hatte, gab eine gute Zusammenfassung?), auf die
ich verweisen muss. Die Bestimmung erfolgt am besten mit dem
von Engelmann angegebenen, von Zeiss construirten Mikrospectro-
Photometer, der aber nicht zu den iiberall zuginglichen Hilfsappa-
raten gehort. |

Nach Fischer und Forster ist die Phosphorescenz im Dunkeln
so stark, dass man durch Auflegen der Gelatineplatten auf photo-
graphische Platten oder lichtempfindliches Papier die Colonien dieser
photogenen Bakterien sich selbst photographiren lassen kann; diesen
einfachen iiberraschenden Versuch kann man natirlich in jedem
Laboratorium machen. De Giaxa® hat gezeigt, dass die Veriinde-
rungen, der Durchsichtigkeit der Gelatine sich zum Selbstphoto-
graphiren aller Bakterien verwenden lassen, wenn man die Platten
auf lichtempfindliches Papier legt und dem Sonnenlichte aussetzt,

1) Beitriige zur Biologie. Bd. IlI, Heft 1, S. 141,

%) Zeitschrift fir Hygiene 1887, II, 8. 54; Centrallblatt fir Bakteriologie
1888, Bd. IILI, No. 4.

8) Centralblatt fiir Bakteriologie 1887, II, No. 12.

1) Zeitschrift f. wissenschaftl. Mikroskopie 1884, I, 8. 181

5) Centralblatt fir Bakteriologie 1887, II, No. 13—14.

#) ibid. 1888, III, No. 22,
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hatte, dazu die Infectionsmethode anchaufdieBakterien
anzuwenden. Wir missen streng genommen hierhei zwei Dinge
auseinanderhalten. Einmal die Uebertragung anderweitig gewonnener
Reinkulturen auf Thiere zum Nachweise der malignen Eigenschaften
dieser Bakterien, und zweitens die Uebertragungen von Thier zu
Thier ohne anderweitig vorausgegangene Reinkulturen. Es wurden
frither meist, aber selbst oft jetzt noch, zu solchen Infectionen be-
liebige Thierspecies verwendet, welche gerade im Laboratorium zur
Hand waren. Da ermittelte Koch?'), dass bei Uebertragung von
Faulflissigkeiten auf Feld- und Hausmiuse nur die letzteren an
einer bestimmten, durch feine Bacillen bedingten Septikiimie zu
Grunde gingen, und dass nach einigen Uebertragungen von Maus zu
Maus das Blut dieser letzteren eine tadellose Reinkultur
dieser Bakterienart darstellte. Gerade umgekehrt sind
nach Loffler?) die Hausmiuse fir Rotz unempfindlich, wihrend
die Feldmiuse fiir diese Krankheit ungemein empfinglich sind.
In dhnlicher Weise ermittelle Koc¢h durch Uebertragung von anderen
Faulfliissigkeiten auf Kaninchen, dass bei diesen nach wenigen Ueber-
tragungen von Thier zu Thier alle ibrigen, urspriinglich in der
Fliissigkeit reichlich vorhandenen Bakterien eliminirt waren und dass
das Blut eine Reinkultur einer einzigen Bakterienart darstellte.
Milzbrandbacillen tidten Mause so absolut sicher, dass man durch
Uebertragung von Bakteriengemengen, welche Milzbrandbacillen ent-
halten, auf Miuse nach wenigen Uebertragungen diese Bakterien
rein erhalten kann, Ferner gelang es Carter und Koch Affen
mit Recurrensblut zu inficiren, derart, dass das Blut dieser Thiere
Reinkulturen der Recurrens-Spirochiiten repriisentirte.

Aus derartigen Ermittelungen leitete Koch das wichtige Pos-
tulat her, zu Infectionsversuchen zunichst solche Thier-
specis zu verwenden, welche nachweislich empfing-
lich fiir die hetreffende Krankheit sind, also Thiere
derselben Art, und bei nicht' Ausfiithrbarkeit dieses Postulats zuerst

1) Untersuchungen fiber die Aetiologie der Wundinfectionskrankheiten 1578,
Zur Untersuchung von pathogenen Organismen. Mittheilungen aus dem Kaiser-
lichen Gesundheitsamte, Bd. I, 1881, 8. 1.

2) Arbeiten a. d. K. Gesundheitsamte, 1886, I, 3. 141.













416 Die experimentelle Technik.

Infection bei spontanem Eintritt einer epidemischen
Krankheit annehmen.

Schon hieraus geht hervor, dass wir selten in der Lage sind
aus bakteriologischen Erfahrangen allein die Aetiologie einer In-
fectionskrankheit zu construiven, Alle derartige Versuche sind bis
jetzt gescheitert und die Fortschritte der Bakteriologie haben in der
Regel selbst die Berichtigungen der friheren Einseitigkeiten gebracht.
Die klinischen, anatomischen und epidemiologischen Beobachtungen
sind auch fcht naturwissenschaftliche Beobachtungen und miissen
ebenso gewissenhaft zu Rathe gezogen werden, wie das Thierexperi-
ment mit seinen anders gearteten Irrthumsmoglichkeiten.

Versuche am Menschen selbst sind vor langer Zeit von Fal-
lopia zu Pisa mit Giften an zum Tode verurtheilten Verbrechern
gemacht worden. In neuerer Zeit hat Moczutkowski Recurrens-
blut erfolgreich auf Menschen ibertragen; Arning impfte einen
7z Tode verurtheilten Verbrecher mit Lepra; Buchner machte an
sich und seinen Schiillern erfolgreiche Imptungen mit entzindungs-
erregenden Bakterien-Proteinen. Im Allgemeinen jedoch sind fiir
uns Versuche am Menschen, mindestens Infectionen, ausgeschlossen
und doch werden tagtiglich Beobachtungen an Hunden oder Meer-
schweinchen kritiklos auf den Menschen {ibertragen. Nicht jede
menschliche Krankheit ist auf Thiere ibertragbar oder die etwa
empfiingliche Thierspecis ist uns unbekannt. In derartigen Fillen
ist es bisweilen durch ganz besondere Anordnungen des Versuches
gelungen doch noch Thiere zu inficiren, aber was derartige gekiinstelte
Uebertragungen fiir die natiirliche Infection beim Menschen beweisen
sollen, hat noch Niemand verrathen. Wohl aber kann man durch
derartige Versuche manche allgemeine Eigenschaften der Parasiten
kennen lernen, welche uns iiber die Biologie neue Aufschliisse geben.

In anderen Fillen liegt es so, dass die Infection nur an grosseren
Thieren in natiirlicher Weise vorgenommen werden kann, z. B. bei
den Infectionskrankheiten unserer Heerdthiere. Aber diese Versuche
sind sehr kostspielig und dienen mehr zu einem gewissen formalen
Abschlusse anderer Versuchsreihen.

Hat man fir einzelne Krankheiten empfingliche Thiere gefun-
den, so ist zu beriicksichtigen, dass der Infectionsmodus fiir diese
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und vertheilt dann die Bakterien in entfprechend grosseren Wasser-
mengen. Zur Vermeidung von Gefahren hat sich der Operateur in
einer grisseren Entfernung zu halten durch Einschaltung eines lingeren
Gummischlauches, event. unter Verwendung einer durch mehrfache
Lagen Filtrirpapier gebildeten Maske vor Mund und Nase. Kann
man das Thier, z. B. eine Maus, in einem engen Raume, einer Rohre
z. B. so unterbringen, dass es sich nicht wenden kann, so dirigirt
man die zerstiubten Massen direct gegen das Maul des Thieres.

Fig. 58.

H. Buchner?) hat in der letzten Zeit die Technik der In-
halationen wessentlich verbessert. Bei directer Anwendung des Spray
wurden die Thiere durchnisst und mit Impfmaterial geradezu iiber-

1) Archiv f. Hygiene 1888, VIII, 2. 145, Centralblatt fir Bakteriologie
1889, VI, No. 10.
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schiittet. Buchner brachte deshalb den Spray in einer Woulff-
schen Flasche, Fig. 58 A, unter, welche mit Hilfe des Gummi-
bandes G mit dem eisernen Gefiisse B fest verbunden wurde. Durch
den einen Gummipfropf a, welcher zwei Durchbohrungen hat, fithrt
die eine Rohre zu dem Aufnahmegefiss fl fiir die zu zerstiubende
bakterienhaltige Fliissigkeit; durch den Trichter tr kann nach Oeffuen
der Klemme im Verlaufe des Versuches wieder Flissigkeit nach-
gefiillt werden. In der anderen Durchbohrung steckt das Glasrohr 1,
welches mit dem Geblise G versehen ist und innerhalb der Flasche
zum Spray z fiihrt, dessen Strahl senkrecht in die Flasche aufsteigt.
Durch das im anderen Gummipfropf b steckende Glasrohr geht nun-
mehr nicht ein directer Sprﬁhstf*ahl, sondern nur ein feiner Nebel,
welcher die Keime der Luft des Kastens K in einer Form beimischt,
wie Keime auch unter natiirlichen Verhdltnissen in der Luft sus-
pendirt sein kinnen. Das Thier wird nicht nass und kann die relativ
sehr wenigen Keime wirklich einathmen, wihrend bei directem Spray
das Verschlucken kaum schwerer als das Einathmen erscheint.
Spiter hat Buchner diesen Apparat noch compendidser gestaltet,
indem er den Sprithapparat am Boden eines grossen Reagensglases
anbrachte, welches mit einem doppelt durchbobrten Gummipfropf
versehen ist, dessen eine Durchbohrung das mit dem Handgeblise
armirte zum Sprithapparat fiihrende engere Glasrohr trigt, wihrend
die zweite Durchbohrung von einem etwas weiteren, unter dem
Pfropf endigenden Rohre durchsetzt ist, durch welches die bakterien-
haltige, feuchte Luft (Nebel) austritt.

Zum Inhaliren von trockenen Pilzsporen durch Tauben brachte
Schiitz!) die trockenen gepulverten Sporen auf den Boden eines
(1lases, in dem eine Taube bequem stehen konnte, vertheilte die
Sporen durch wiederholtes Schiitteln in der Luft des Glases, welches
durch Watte nach aussen abgeschlossen worden war.

H. Buchner brachte den Kifig D, Fig. 59, welcher die Thiere

enthielt, auf das Drahtgestell C in eine Glasglocke A, welche durch
den Gummiring G mit dem Trichter B verbunden ist. Durch die

1) Mittheilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte, 1884, Bd. II
S, 2170
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Rohre b wird das staubformige Versuchsmaterial auf den Grand des
Trichters B gebracht und, nach Verschluss dieser Rohre mit einem
Gummipfropf, durch ein Geblise, welches mit der Glasrohre a ver-
bunden wird, aufgewirbelt und der Athmungsluft im Raume A bei-
gemischt. Da das staubformige Material sich an den (Glaswinden
ansetzt, muss man es von Zeit o

= : Fig. 59.
g Zeit durch Klopfen an die :
Gefisswand wieder zum Sinken Lo <=
bringen, um es wieder aufwirbeln
zu kinnen.

Da bei der natiirlichen In- F il
fection durch die Athmung die | (.
Dauerkeime eine grosse Rolle '
spielen, ist hierauf in den Experi-
menten Riicksicht zu nehmen, H
und manche der Differenzen iiber
Erfolg und Nichterfolg sind wohl
hieraufzuriickzufiihren. Bei Milz-
brand bewirken nach H. Buch-
ner die Sporen eine Allgemein-
infection, die Bacillen dagegen
eine heftige Pneumonie. Zur Er- /i
zielung der Inhalations-
tuberkulose durch tuber-
kultse Sputa verreibt man
nach Veraguth?) 10 gr eitri- =
ges tuberkulises Sputum mit = i
der 50 fachen Menge Wasser, '
filtrirt diese Suspension zur Ent-
fernung von Beimengungen, welche an und fiir sich eine mechanische
oder chemische Reizung des’ Lungengewebes verursachen kinnten,
durch zwei dichte Flanelllappen oder nach W eichselbaum?) durch
entfettete Baumwolle.
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1) Experimentelle Untersuchungen iiber Inhalations-Tuberkulose. Arch. f.
cxperim, Pathologie 1853, Bd. 17.
?) Wiener med. Jahrbiicher 1883,
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Bei Inhalation durch Trachealfisteln ist auf die Maglich-
keit der gleichzeitigen Infection von der Wunde aus zu achten.

Will man sehen, welche Wirkungen Bakterien ausiiben, welche
auf irgend eine Weise in die Trachea gelangt sind, so kann man
nach Kiissner?®) unter antiseptischen Cautelen die Trachea durch
einen kleinen Schnitt freilegen und das Material durch eine feine
Oeffoung mittelst einer Spritze in die Trachea bringen. Bei dem
Einbringen in die Trachea wird gewdhnlich zu viel Material einge-
fiihrt, und in Folge dessen eine Pneumonie hervorgerufen, welche oft
die Allgemeininfection verhindert.

In dhnlicher Weise konnen Infectionen von den Luftwegen aus.
ohne directe reine Einathmung, durch Aspiration verschluckten Ma-

terials zu Stande kommen, die in hoheren Graden deutlich in Form
von Schluckpnenmonien auftreten.

Aufnahme mit der Nahrung; Fiitterungsversuche.

Bei der kiinstlichen Infection durch Fiitterung muss man aus-
schliessen, dass durch rauhes, stachliges Futter miglicherweise Ver-
letzungen der Schleimhdute eintreten konnen. FEine Infection von
einer derartigen verletzten Stelle aus ist als eine Wundinfection in
ihrem ganzen Effecte sowohl als in der Bedeutung fiir die Aetiologie
des spontanen Entstehens anders aufzufassen als die Aufnahme
von Infeetionsmaterial durech die Nahrung ohne Ver-
letzung der Schleimhiute.

Man streicht das Impfmaterial in der Regel einfach auf das
Futter. Nach Koch, Gaffky, Lioffler?) erreicht man, wenn man
keine besondere Riicksicht auf die Reaction des Magensaftes nimmt,
bei grosseren Thieren den Zweck am sichersten, wenn man von
kleinen frischen Kartoffelwirfeln eine diinne Schicht so weit ab-
spaltet, dass man sie deckelartig aufklappen kann. Dann hohlt man
das Innere aus und fiillt es mit dem rein kultivirten Bakterien-
material, klappt den Deckel zu und bringt das priparirte Kartoffel-

9) Beitrag zur Impftuberkulose. Dentsche med. Wochenschrift 1833, No. 36.

4) Mittheilungen aus dem Kaiserlichen Gesundheitsamte, 1884, Bd. II,
8. 166,
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zum Duodenum. Dieses wird dann mit Pinzette fixirt und in der
Lingsrichtung desselben die von Koch modificirte, sterilisirte
Pravaz'sche Spritze eingestochen und der Inhalt so injicirt, dass
nichts in die Bauchhohle gelangt. Ueber die Herrichtung der Spritze
cfr. subeutane Injection. Damnn wird das Duodenum in die Bauch-

hohle reponirt, die Wunde durch dichte Nihte vereinigt und anti-
septische Watte aufgelegt.

Da nach Ewald Wasser, welches mit Sehlundsonde in den
nichternen Magen eingefiihrt wird, neutrale und selbst schwach
alkalische Reaction annimmt und vor dem Auftreten sauerer Reaction
fast vollstindig in etwa 1'/, Stunde in den Dinndarm gelangt, kann
man die Versuchsthiere vor dem Verfiittern des sporenfreien Materials
24 Stunden hungern lassen und bringt bei grosseren Thieren die in
sterilisirbem Wasser suspendirten Reinkulturen mit Schlundsonde
direct in den niichternen Magen; bei kleineren Thieren ist man auf
den schlechten Willen derselben angewiesen und ein vorausgegangenes
Hungern das einzige Mittel, um die Thiere ziemlich sicher zur Aui-
nahme der vorgesetzten Flissigkeit zu bringen.

Da eine spontane Infection nicht nur durch die mit der festen
Nahrung aufgenommenen Bakterien moglich ist, sondern auch durch
die flissige Nahrung, wie Wasser, Milch, so wird man in manchen
Fiillen die Reinkulturen in sterilisirtes Wasser oder Milch einbringen,
die lingere Zeit als Getriink dienen., ohne jedesmal vorausgehendes
Hungern.

Als feststehend kann man annehmen, dass Magendarmkatarrhe
eine Infection vom Verdauungsapparate begiinstigen, zum Theil wohl
weil sie die Siaurewirkung des Magens paralysiren. Man kann des-
halb versuchen, durch drastica einen Magendarmkatarrh hervorzu-
rufen oder noch besser man hebt die Siurewirkung direct fir einige
Zeit auf. Diese erreichte Koch?') in folgender Weise, welche zu-
nichst nur fir Meerschweinchen gilt und fiir andere Thierspecies
wahrscheinlich einiger Modificationen bediirfen wird. Die Sidure-

1) Conferenz zur Erérterung der Cholera-Frage; 2. Jahrg, Berliner klin.
Wochenschrift und deutsche med. Wochenschrift 1885, No. 87 ff. und Separat-
abdruck. :
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stehen lassen. Dadurch finden etwaige Dauerformen, z. B. bei der
Cholera asiatica, Zeit auszukeimen und man kann daon spiter und
zwar trotz der Concurrenz mit den gewdhnlichen Bakterien der Darm-
fiulniss positive Resultate exzielen, wo die sofortigen Kulturen negativ
ausgefallen waren. Noch sicherer ist es, wenn man nach der ersten
derartigen vorbereitenden Kultur von der Oberfliche nach 3 Tagen
eine Spur in frische Bouillon bringt und ev. nach 24 Stunden ebenso
ein drittes Mal tubertrigt. Man kommt dann mit der einfachen
Bouillon ebenso weit, wie Karlinski!) durch Verwendung einer
Pankreasbouillon, mit deren Hilfe er auns eingetrockneten, 28 Tage
alten Choleradejectionen die Kommabacillen kultivirte.

Die Aufnahme von Bakterien durch die unverletzte Haut,
durch die Ausfithrungsgiinge der Hautdriisen, kann man nach Garre?®)
durch Einreibung von Reinkulturen auf die vorher gereinigte Haut
zu erreichen versuchen.

Experimentell besser beherrschbar als die Aufnahme durch Ath-
mung, Nahrung und unverletzte Haut ist die Infection durch Ver-
letzungen, welche streng genommen nur fir die eigentlichen Wund-
infectionskrankheiten verwerthet werden sollte. Diese Me-
thoden haben sich wegen der Sicherheit und Brauchbarkeit zur Ent-
scheidung vieler pathologischer Fragen ganz allgemein Eingang ver-
schaftt selbst dort, wo durch dieselben der Modus der spontanen In-
fection nicht nachgeahmt wird.

Die cutane Impfung

besteht in einer Verletzung der Oberhaut ohne Ver-
letzung des subcutanen Gewehes, mit nachtriglicher
oder gleichzeitiger Application des Infectionsstoffes.
Man bringt mit einem sterilisirten Messer eine leichte Verletzung
der vorher von den Haaren enthléssten Oberhaut an und streicht in
diese flache Wunde mit einem Messer oder Platindraht eine Spur
der Reinkultur oder der bakterienhaltigen Flissigkeit ein. Statt
dieses Operirens in zwei Zeiten kann man auch das Messer erst in

1) Centralblatt fiir Bakteriologie 1830, VIII, No. 2.
2) Fortschritte der Medicin 1885, No. 6.
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Schwanzwurzel einen flachen, quer verlaufenden Einschnitt, den man
mit Sonde oder stumpfem Messer zu einer Tasche erweitert, in
welche man mit Platindraht oder Messer eine Spur der Reinkultur
einstreicht.

Zur subcutanen Injection dient eine von Kocl?) ange-
gebene, modificirte Pravaz’'sche Spritze, welche durch Hitze sicher
sterilisirt werden kann und zu diesem Zweck deshalb ohne Kautschuk
hergestellt ist. Die Metallfassung ist mit dem Glaseylinder durch
ein in das GGlas eingeschliffenes Schraubengewinde verbunden und diese
Verbindung wird dicht gemacht durch ein kleines Kork-
oder Ashestplittchen, welchers ofters erneuert wird. Der
Stempel der Spritze wird mit Watte und Seidenfaden
jedesmal frisch umwickelt, bis er fest schliesst. Die
so hergerichtete Spritze wird 2 Stunden bei 150 bis
160" im Trockenschranke gehalten und gegen Staub ge-
schiitzt abgekiihlt. Vor dem Gebrauche wird der Stem-
pel durch frisch sterilisirtes destillirtes Wasser ange-
feuchtet. Eine andere Form der Spritzen, welche gleich-
falls von K och angegeben ist, zeigt Fig, 60. Die Spritze
hesteht aus einem glisernen Theile G1, welcher an der
oberen Oeffnung mit Watte geschlossen und fiir sich
sterilisirt wird. Die Kanillen C werden ebenfalls fir
sich sterilisirt und passen unmittelbar auf die Glas-
rohre. Ein Stempel ist ganz vermieden und statt des-
selben dient ein Gummiballon G, dessen Fassung M genau auf
den oberen Abschnitt der Glasrdhre passt. Eine andere Modification
hat Tursini?) angegeben, bei der gleichfalls der Stempel ver-
mieden ist.

Weitere Modificationen haben Stroschein?®), Petrit) und
Tavel® angegeben. Am handlichsten bleibt bis jetzt die altbe-

Fig. 60.

1) Mittheilungen I, 1881, 8. 17.

2) I1 Morgagni 1886, S. 88,

3) Mittheilungen aus Brehmer's Heilanstalt fur Lungenkranke in Girbers-
dorf I, 1889, 8. 279.

4) Centralblatt fiir Bakteriologie 1888, IV, No. 11.

) ibid. 1889, V, No. 16.
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biden kultivirt, wie ich einige Male sehr gegen meinen Wunsch
erfahren musste. Verhindert man bei Milzbrandbacillen die Sporen-
bildung — ein Punkt, den Pasteur sofort richtig erkannt hatte —
so kann man die Bacillen bei Temperaturen iiber 429 zur Degeneration
bringen, ziichtet man sie auf einem kinstlichen Nihrboden, auf dem

_sie die Sporen sehr langsam bilden, so kionnen sie aber selbst bei
ihrem Temperaturoptimum eine Einbusse an Virulenz erleiden, ohne
zu degeneriren.

Demnach ist der Verlust an toxischen Eigenschaften durch Ein-
griffe zu erreichen, welche degenerirend, die Art schiidigend wirken,
und durch Eingriffe, bei denen ausschliesslich der Verlust der Viru-
lenz in Frage kommt, bei dem aber die Art nicht geschwicht, son-
dern oft gestirkt und zum saprophytischen Leben geeigneter wird.
Gruppen unter den infectiisen Bakterien konnen aber unmdglich auf
derartige, durch Uebergiinge verbundene physiologische Merkmale
hin aufgestellt werden, weil derartige Ueberginge bei jeder einzelnen
Art erreicht werden kionnen, je nach dem Reize oder nach der Art,
wie der Reiz einwirkt. Praktisch dagegen wird es wegen der Art
und Leichtigkeit der Herstellung der Impfstoffe und wegen der Sicher-
heit des Impfschutzes vielleicht grosse Unterschiede machen, welchen
Weg man wihlt, ob Degeneration oder Varietiten bildende Eingriffe
zii bevorzugen sind, und dies kann fiir einzelne Krankheiten oder
Gruppen von Krankheiten vielleicht ganz verschieden sein.

Das naturwissenschaftliche Interesse an diesen Fragen wird stets
ein sehr grosses sein, praktisch dagegen diirften diese Fragen mehr
in den Hintergrund treten, seit wir direct mit sterilisirten Stofi-
wechselproducten und isolirten Toxinen die Schutzimpfungen an-
streben.

Die meisten Fragen, welche bei Schutzimpfungen zu lisend sind,
wurden bereits bei den Pockenimpfungen beriicksichtigt und deshalb
haben Wolffberg und L. Pfeiffer mit Recht wieder die Auf-
merksamkeit auf die #lteren, zum Theil sebr sorgfiltigen und werth-
vollen Arbeiten gelenkt. Man hat bei den Pockenerkrankungen
kennen gelernt, dass:

1. Das Ueberstehen der natiirlichen Pocken gegen die Wieder-

kehr derselben schiitzt.
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Zustande der stabilen Formelemente abhiingt, ob nicht vielmehr die
Zellen und Zellterritorien beeinflusst werden. Wenn die Zellen als
die stabilen Elemente beeinflusst werden, so kann dies dadurch ge-
schehen, dass die amoeboiden Zellen des Korpers die Fihigkeit,
fremde, lebende Elemente, wie es die Parasiten sind, in sich
aufzunehmen, dieselben zu ,fressen'*, in verstirktem Maasse ge-
winnen. Das ist der wesentliche Inhalt der Phagoeytenlehre von
Metschnikoff,

Dass todte Bakterien und gewisse Stoffwechselprodukte und
Proteine derselben chemotaktisch wirken, also die Leukoecyten mo-
bilisiren, wurde bereits angegeben. Es konnte aber auch sein, dass
der Stoffwechsel der Gewebe durch den auf die Zellen ausgeiibten
specifischen Reiz dauernde specifische Aenderungen erleidet, so dass
er bel dem Austausche der geldsten Bestandtheile zwischen Blut und
(zewebszellen das Wachsthum der Parasiten chemisch hindert, dass
die Kdrpersiifte sowohl antiparasitire als auch ,anfitoxische® oder
antifermentative’* Eigenschaften gewinnen oder vorhandene der-
artige Eigenschaften eine Zunahme erfahren. Dann wiirden die amoe-
boiden Zellen nur die Aufgabe haben, die bei der natiirlichen Ent-
wicklung und Involution abgestorbenen und die im Gewebe oder
Blute durch den Chemismus der Sifte getddteten Bakterien wie
fremde, leblose Bestandtheile, z. B. wie Zinnoberkdrner aufzunehmen
und fortzuschaffen. Diese Auffassung vertreten besonders Baum-
garten, Fligge und Weigert. Nach F. Fischel kann der
Zerfall von Leukoeyten umgekehrt vorhandene Giftwirkungen der Siifte
herabsetzen. Auf jeden Fall miissen die Beziehungen zwischen
Zellen und Parasiten in sorgfiltigster Weise beriicksichtigt und so-
wohl histologisch als experimentell gepriift werden.

Ueber diesen neuerdings mit grossem Eifer studirten internen
Schutzmitteln des Korpers gegen Parasiten und deren Gifte, also den
Eiweisskorpern der Sifte, den festen und beweglichen Zellen, darf
man natiirlich die anderen Schutzwehren, wie Flimmerepithelien,
Saure des Magens, nicht vergessen. Im Diinndarm mdchte ich noch anf
eine bis jetzt wenig beachtete chemische Schutzeinrichtung hinweisen.
Nach Hofmeister werden die durch die Verdauungssifte gebilde-
ten gelosten Biweisskorper durch die Thitigkeit der Darmepithelien
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Gewebszellen (Buchner, Hueppe) und lihmen ¢) die Motilitit
der Wanderzellen, welche dadurch an der Riickwanderung verhindert
werden (Buchner, Hueppe), so dass die reactive Entziindung (a)
in Eiterung tibergeht. Nicht die Emigration (Waller, Cohnheim).
sondern die Verhinderung der Riickwanderung ist das Characteristi-
kum der Eiterung. Die Eiterung, welche dem Karper brauchbare
Substanzen entzieht und sonst vortheilhafte Wanderzellen ausser
Kampf setzt, hat sich phylogenetisch und ontogenetisch aus der
niitzlichen phagoeytiren, antitoxischen, chematactischen und tropho-
tactischen Reizwirkung entwickelt, durch welche alle Zellen, Zell-
territorien, Gewebe und Organe zur Nahrungsaufnahme veranlasst und
zur Abwehr schidlicher Momente befibigt werden. 4. Jedes necro-
tische Gewebe, mag es nun secundir durch allmdhlige Steigerung
eines Reizes (Virchow, Buchner, Hueppe), oder primir
(Cohnheim, Weigert) durch von Anfang an zu starke chemische
oder mechanische Mittel hervorgerufen sein, ist fiir den Kérper zu
einem Fremdkirper geworden, ist an Ort und Stelle hinderlich und
werthlos und muss entfernt werden; ein Theil der neerotischen Stofte
ist aber noch fiir den Gesammtstoffwechsel brauchbar und wird zum
Theil geldst und rvesorbirt, ein anderer Theil wirkt als Nihrstoff
anlockend auf Wanderzellen (Trophotaxis), so dass die letzteren sich
hierdurch an der Beseitigung, Transportirung und Vernichtung des
necrotischen Materials niitzlich betheiligen; 5. in analoger Weise
wirken andere Nihrstoffe (Buchner) anlockend auf Leukocyten
(Trophotaxis), so dass sich dieselben an der Resorption (Hofmeister)
der normalen Nahrung betheiligen und dieselben zu den blutherei-
tenden Organen befordern helfen; die Verdauungsleukocythose ist
demnach eine Trophotaxis (Hueppe); 6. die Leukocyten betheiligen
sich an der Regeneration der specifischen Formelemente des Blutes;
7. dieselben stellen (Metschnikoff, J. Meier) ein wanderndes
adenoides Gewebe dar und konnen dadurch als Material zur Ver-
stirknng und Vergrosserung bereits localisirten adenoiden Gewebes,
wie der Lymphfollikel, Driisen, und selbst zur Neubildung solcher
Organe an Orten fiihren, wo sie normal feblen; sie erhdhen auf diese
Weise die gegen die Infection (2) und Intoxication (3) vorhandenen
Wehrmittel an besonders bedrohten Orten. Die Wanderzellen sind ge-
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Die Abschwichung durch Trocknen ist von Pasteur bei
der Hundswuth angewendet worden, indem er Stiickchen von der
medulla oblongata oder vom Riickenmark, dem Hauptsitze des Virus,
unter aseptischen Kautelen entnahm und Tage lang in Gléschen auf-
hing, deren Luft durch am Boden deponirte Sticke Kaliumhydrat
trocken erhalten wurde.

Die Conservirung der Virulenz des Riickenmarks, sowohl der
urspriinglichen, als der im Kaninchen gesteigerten, als der durch
Trocknen erreichten bestimmten schwiicheren Grade, kann man nach
Roux erstreben, wenn man die Stiickchen Riickenmark in 30°/,
(Glycerin einlegt.

Abschwichungen durch Temperatur erfolgen in genauen
Thermostaten, als Beispiel eignet sich besonders der Milzbrand, ef.
8. 897, und Rauschbrand, bei dem man im Gegensatze zum Milzbrand
gerade die Sporen abzuschwiichen versucht. Der Inhalt von Rausch-
brandgeschwiilsten und frisches, typisch schwarzrothes, rauschbran-
diges Fleisch, welches in diinne. Scheiben geschnitten wird, werden
#uerst an der Luft getrocknet und dann in einem Mdirser fein ge-
stossen oder auf einer Mihle zu einem feinen Pulver vermahlen.
Zum Abschwiichen bedarf man Temperaturen fiher 80°. Nach Ar-
loing, Cornevin und Thomas verreibt man das trockene Pulver,
welches das unabgeschwichte Virus enthilt, mit der doppelten Menge
Wasser und setzt die Mischung 6—7 Stunden bei 100° aus, man
erhilt dadurch den ersten schwiicheren Impfstoff; setzt man dieselbe
Mischung ebenso lange bei 85° aus, so erhdlt man den zweiten
starkeren Impfstoff. Beide werden wieder getrocknet und ev. vorrithig
gehalten. Kitt erzielte einen bestimmten Grad der Abschwichung,
wenn er das trockene Pulver 6 Stunden im strémenden Dampfe bei
100° erhitzte und es dann wieder fiber Chlorcalcium trocknete. Zum
(tebrauche wird das Pulver mit sterilisirtem Wasser iibergossen, ver-
rieben und unfiltrirt oder durch ein sterilisirtes, feines Drahtsieb
filtrirt zur Injection verwendet.

Fiir Milzbrand giebt es keine so scharfe Methode. Bei der
Einwirkung der Temperatur von 42 bis 43° spielen Theile eines
Grades schon stark mit; je niher an 42 desto langsamer, je niher
an 43 desto schneller ist die Abnahme eingetreten. Das beste Kri-
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Kaninchen auf 6 bis 8 Tage herabgeht. Diese giftigen Formen sind
wissenschaftlich sehr interessant, weil sie uns dber die Steigungs-
moglichkeiten der Virulenz und die phylogenetische Gewinnung der
Virulenz von saprophytischen Arten Aufschluss geben, und damn
weil sie zu priifen gestatten, ob eine Schutzimpfung den fussersten
Grad der Sicherheit hat.

In letzter Hinsicht ist zn beachten, dass praktisch keine
Schutzimpfung mehr zu leisten hat, als gegen die
hochsten natirlichen Grade der Virulenz und gegen
den natiirlichen Infectionsmodus der Epidemieen zu
schitzen. So schiitzen z. B. Grade des Impfschutzes, welche nach
Pasteur gegen Milzbrand als Wundinfectionskrankheit sicher sind,
nach Koch, Gaffky und Loffler nicht sicher gegen Darmmilz-
brand durch Sporenfiitterung. Der Schutz gegen die ,Strassenwuth®,
die Wuth durch Hautimpfung oder Biss, d. h. gegen die spontane
Krankheit schiitzt nicht sicher gegen die ganz kiinstliche wnd viru-
lentere Einbringung des Virus direkt ins Gehirn.

Zur Einibung der Technik und zur Orientirung iiber die experi-
mentelle Seite der Fragen eignen sich nur solche Krankheiten, welche
an den kleinen Thieren vorgenommen werden konnen, die im Labo-
ratorium leicht zu beschaffen sind. Als solche Beispiele betrachte
ich Miuseseptikaemie, Schweinerothlauf, Hiihnercholera, Milzbrand,
Rauschbrand und allenfalls noch Hundswuth und malignes Oedem.

Die Miuseseptikaemie voui Koch ist vielleicht nur eine durch
die fortwithrenden Versuche an kleinen Versuchsthieren entstandene
Modifikation des sog. Schweinerothlaufs. Impft man Kaninchen cutan
oder allenfalls subcutan am Ohr, so kann man nach Liffler inner-
halb einiger Zeit bis zu etwa 3 bis 4 Wochen sehen, dass Impfungen
am anderen Ohre oder anderen Korperstellen noch Erfolg haben.
Von diesem Zeitpunkte ab schlagen aber neue Impfungen nicht mehr
an und das Thier ist gegen die Krankheit immunisirt. Dies ist
also, wenn man die Miuseseptikaemie als spezifische Krankheit
gelten lisst, ein Beispiel iiber Impfschutz durch das Ueberstehen
derselben unabgeschwiichten Krankheit.

Die Darstellung der Impfstoffe von Hithnercholera erfolgt am
besten in diinnen Bouillonschichten in Erlenm ey er 'schen Kolbehen
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in der Luft immer nur Verunreinigungen, wenn auch kaum ver-
meidbare, darstellen. Zum Zustandekommen einer Bakterienvege-
tation gehdren Nihrsubstanzen, Luft oder ev. Luftabschluss,
Feuchtigkeit und bestimmte Temperatur. Die Nihrsubstanzen
miissen 1in einer bestimmten Concentration vorhanden sein, so dass
bald ein stirkerer Zutritt von Feuchtigkeit, bald eine Verringerung
des Feuchtigkeitsgrades die giinstigen Bedingungen schaffen kann:
tritt dann noch eine zusagende Temperatur ein, so wird die Bak-
terienvegetation ein Maximum erreichen konnen, Je nach
dem Zusammentrefien dieser Umstinde ist bald die eine, bald die
andere Art im Kampfe ums Dasein bevorzugt, und da sich der-
artige Verhiltnisse oft auf kleineren Raumen concentriren, ist weiter
die Maoglichkeit gegeben, dass sich kleinere oder grissere An-
hiiufungen, Localisationen, bestimmter Arten ausbilden. Stri-
mendes Wasser tritt solechen Lokalisationen entgegen, dagegen wird
man in mehr stillen und stagnirenden Wassern derartige Prozesse
wohl nie vermissen, vor allem aber die Bildung solcher Heerde
im Boden erwarten diirfen. Wihrend die Luft und stromendes
Wasser wesentlich nur als Triger und Verbreiter von Bak-
terien und deren Keimen sich darstellen, sind stille oder gar
stagnirende Wasser und der Erdboden die eigentlichen Brutstitten
der saprophytischen Bakterien. Da aber die beste Con-
centration der Nihrsubstanzen, der richtige Feuchtigkeitsgehalt und
die giinstigste Temperatur sich nicht immer zusammen finden oder
sich in ungiinstiger Weise @ndern konnen, tritt zur Erhaltung der
Art die Fruetification oder Sporenbildung ein, welche es der Art
ermiiglicht, bei ungiinstigen dusseren Verhiltnissen zu persistiren.
Die natiirlichen Brutstitten der Bakterien in der Erde und event.
im Wasser konnen deshalb bald vegetative Formen, bald Ruhefﬂrmeui
bald Fructifications- und Dauerformen fithren, und in einer dieser
Formen gelangen dann die Keime der Saprophyten und facultativen
Parasiten in die allgemeinen Verbreiter, die Luft und das fliessende
Wasser. Aber auch Dauerformen von solchen Bakterien, welche
nirgends in diesen natirlichen Heerden ausserhalb des thierischen
Organismus zu keimen vermdgen, konnen z. B. mit dem Sputum oder
mit Dejectionen in Wasser, Boden oder Luft gelangen und auf einem
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wihrend sie in ihrer Heimath wohl stets als facultative Parasiten
fortkommen; dies gilt z. B. wohl von den Choleraspirochaeten.

Eine andere Gruppe von Bakterien findet unter natiirlichen Ver-
hitltnissen nur im thierischen Korper noch Gelegenheit zur Existenz
in vegetativer Form und zur Bildung von Dauerformen und selbst
in den Tropen diirften ihre vegetativen Formen ausserhalb des Or-
ganismus wohl nirgends fortkommen. Diese obligaten Parasiten
zeigen aber verschiedene Grade der Anpassung an die parasitische
Lebensweise, insofern es einige Mal im Experimente gelungen ist,
in Reinkulturen kiinstlich eine Art tropisches Klima herzustellen,
welches ihnen gestattet, aunch ausserhalb des Organismus fortzukom-
men, withrend dies unter natirlichen Verhiltnissen nicht mehr mog-
lich ist, wie es z. B. die Bakterien der Tuberkulose lehren. Andere
Bakterien dieser Gruppe, z. B. die Spirochaeten des Riickfallfiebers,
vermochte man bis jetzt noch nicht ausserhalb des Organismus fort-
zubekommen und schliesslich muss man daran denken, dass einzelne
Bakterien vielleicht sogar nur in bestimmten Species von Wirthen
existiren konnen. Die Bakterien dieser Gruppe kinnen sich ausser-
halb des lebenden Organismus demnach wirksam nur in Dauerform,
aber nicht in vegetativen Formen finden.

Der Grad der parasitischen Adaption sagt direct noch gar nichts
ither den Modus der Infection aus. Einzelne Arten werden von
der Lunge her durch Einathmung oder Aspiration aufgenommen, andere
wirken vom Darme her, andere von Wunden aus. Einzelne Arten kinnen
bestimmt in verschiedener Weise den Kirper inficiren; zum Theil
ist die Form, unter der die Bakterien den Kirper befallen, auf den
Modus der Infection von Einfluss, indem z. B. vegetative Formen
von einer Wunde her inficiren, wiihrend sie im Magen durch dessen
Siure geschwiicht oder getiodtet werden; ihre Sporen dagegen werden
durch die Magensiure nicht alterirt und konnen deshalb vom Darme
her wirken. Bei der Einathmung kinnen die Sporen von der Lunge
her eine Allgemeininfection bewirken, withrend die vegetativen Formen
eine Pneumonie hervorrufen. Manche Parasiten bewirken am Orte des.
Eintritts, oft abhiingig von der Form, in der sie zur Wirkung kom-
men, pathologische Verinderungen, wiihrend man in anderen Fillen
die Verinderungen immer in bestimmten Organen trifft, welche sich
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lost und hierzu ist es meist erforderlich, moglichst viele Einzel-
untersuchungen mit einem relativ hoben Grade von Genanigkeit
vornehmen und wiederholen zu kinnen. Dies wird mdglich, wenn
der Nibrboden relativ universell verwerthbar ist, wie es fir die
Normalbouillon und fiir die Fleischwasser-Pepton-Gelatine als aus-
reichend sichergestellt angenommen werden darf, und wenn die
Kulturen wenigstens 8 Tage hei einer Temperatur gehalten werden,
welche nicht unter 15° C. herabgeht.

Koch gab schon 1881 bestimmte Mengen Wasser in verfliissigte
(Gelatine, misehte durch Schiitteln und liess dann die Gelatine in
Reagirglisern oder flachen Schalen erstarren. Gerade diese Methode
der Wasseruntersuchung war der Ausgang fiir die Plattenkulturen,
welche seit 1883 mehr und mebr durchgebildet wurden. Bei ge-
ringem Keimgehalte des Wassers trigt man unter Abnahme des
Wattepfropfs direct einen Cubikcentimeter des zu priifenden Wassers
in ca. 10 cem bei 30 bis 35° verfliissigte Gelatine, setzt den Plropf
wieder auf und vertheilt das Wasser mit seinen Keimen durch’Hin-
und Herbewegen und leichtes Schiitteln in der verfliissigten Gelatine.
Nach dem frither Gesagten gliiht man in der Regel vor dem Inficiren
der Gelatine den Wattepfropf des Reagirglases zum Vernichten etwa
aus der Luft heraufgefallener Keime und besonders zum Sterilisiren
des Glasrandes. Dann giesst man die verfliissigte Gelatine auf
Platten, indem man dieselbe gleichzeitig mit dem geglihten und
wieder abgekiihlten, also sicher sterilen Rande des Reagirglases oder
mit einem Glasstabe oder Platindraht gleichmiissiz auf der Platte
ausbreitet. Zum Uebertragen des Wassers verwendet man feine
Pipetten, welche einen Cubikcentimeter genan zu entnehmen ge-
statten und welche an der oberen Oeffnung einen kleinen Watte-
pfropf, Fig. 29 (1a), S. 275, tragen.

Die Pipetten sollten so fein sein, dass auf einen Cubikcenti-
meter 30 bis 50 Tropfen gehen. Man macht dann mehrere Platten
mit verschiedenen Theilen eines Cubikeentimeter bis zu einem ganzen
Cubikcentimeter, so dass sich die Platten gegenseitig controlliren. Um
storende Einfliisse von verfliissigenden Arten zn vermeiden, wird
ausser den Verdiinnungen durch Entnahme von kleinen Theilen eines
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Spatel in kleine flache Glasgefisse ein, welche glatt gestrichen bis
zum Rande gerade dem Volumen von einem Cubikeentimeter Wasser
entsprechen; C. Frinkel verwendet bequemer Platinléffelchen von
‘[0 ccm.  Mit dieser von Beumer-Frankel angegebenen Modi-
fication und mit ganz unbedeutenden Abweichungen, ist diese von
mir zuerst angegebene Verbindung der Verdiinnungsmethode mit
der Gelatine-Plattenmethode auch von Smolenski?) und Klemen-
tieff?) verwendet worden.

Die grosse Zahl der Keime in den meisten Bodenarten bringt
schon an sich unvermeidliche Fghler. Die Lokalisationen im Boden
und die Beschaffenbeit der Bodenarten sind so ungeheuer wechselnd,
dass man hei keiner Entnahmeweise auch nur annihernd gleiche
Verhiiltnisse wie beim Wasser herstellen kann. Die Erde muss
ausserdem selbstverstindlich sofort verarbeitet werden, weil sonst
eine Vermehrung der Keime stattfindet. Dies ist fir das Zihlen
oft rvecht listig, weil lufttrockener Boden sich am gleichmiissigsten
vertheilen lisst. Das Trocknen arbeitet zwar dadurch, dass hierbei
manche Bakterien eine Einbusse an Entwicklungsfihigkeit erleiden
oder absterben, der Vermehrung etwas entgegen, aber in uncontrol-
lirbarer Weise. Wihlt man den gewachsenen Boden mit seinem
schwankenden Feuchtigkeitsgehalt, so bleiben die Keime in dem
Grade der Entwicklungungsfihigkeit, den sie in der Erde selbst
hatten, aber es gelingt, auch wenn man mit sterilisirtem Glas-
stabe oder Messer oder Platindraht die Erdpartikel zerdriickt, ein
Vertheilen der Keime nie so gut, wie bei dem vorherigen Trocknen.
Man kann diesem Fehler nach dem Verfahren von Korber etwas
begegnen. Zwischen diesen beiden Fehlern wird sich die Boden-
untersuchung immer bewegen, welche Methode man auch wihlen
mag. Die Fehler der Bodenuntersuchung sind bei allen
Methoden stets grosser als die Fehler der Wasserun-
tersuchung. Die grosse Zahl der Keime in kleinen Bodenmengen
wird etwas verstindlich, wenn man sich mit Soyka®) daran erinnert,

1) Wratsch, 1887, No. 6—11. Referat von Heydenreich in Zeit-
schrift f. w. Mikroskopie 1887, IV, 8. 252,

#) Dissert. 1587. Nach dem Referat von Heydenreich.

8) Fortschritte der Medicin 1886, IV, No. 9.
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Schon bei diesen relativ einfachen Methoden werden weitere
Fehler dadurch begangen, dass im Boden Arten existiren, welche
nach Fischer bereits bei 0° wachsen, wihrend nach Globig
andere Arten nicht unter 50° wachsen. Um alle Arten kennen zu
lernen, muss auch hierauf Ricksicht genommen werden und fiir
diese hohen Temperaturen muss man Erdartikel oder Tropfen des
mit Erde inficirten Wassers auf Kartoffeln bringen, welche bei 50°
gehalten werden. Bei den vielen Pilzen und Hefen, welche der
Boden zu enthalten pflegt, sind auch sauere Medien, z. B. Bierwiirze,
zn verwenden,

Ein noch groberer Fehler ergiebt sich daraus, dass im Boden
und Schlamm, welcher ebenso wie der Boden behandelt wird, viele
anaérobe Arten vorhanden sind. Diese kann man zum Theil durch
- Massenkulturen bei Luftabschluss vorbereiten, zum Theil kann man
dieselben direct in Rollréhrchen kultiviren. Die Kultivirung der
wichtigsten, gelegentlich vielleicht aller in einem Boden oder Schlamm
vorhandenen A rten gelingt bei grosser Sorgfalt unter Beriicksichti-
gung aller dieser Fehler oft recht gut, die Fehler fiir die Feststel-
lung der Zahl der entwicklungsfihigen Keime pro 1 cem bleiben
aber stets so gross, dass die Zahlen wohl nie die Genauigkeit haben
wie bei einer Wasseruntersuchung,

Mit allen diesen Methoden konnen aus dem Boden nur facul-
tative Parasiten oder facultative Saprophyten kultivirt werden.

Streng obligat parasitische Bakterien kénnen sich
im Boden nur in Dauerform finden und man kann dieselben aus
dem Boden wohl nie direkt kultiviren. In der Regel bedarf es
des Umweges durch dieInfectionsmethode, um ein mog-
lichst reines Ausgangsmaterial fiir Blutserumkulturen zu gewinnen.
Man bringt von dem Boden in eine oder mehrere Hauttaschen eines
Thieres und inficirt dann erst mit dem Eiter, dem Blute oder Gewebs-
safte der erkrankten Thiere andere. Nach einigen Uebertragungen
werden dann die Thiere in ihren Geweben oder im Blute Reinkul-
turen der malignen Art darstellen und man kann dann in der friher
geschilderten Weise Blutserumkulturen anlegen. In dieser Weise
arbeitete Nicolaier iiber Tetanus. Auch bei den anaérobiotischen
Bacillen des malignen Oedems fiihrt dieser Weg bei Meerschweinchen
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Durchmesser des Glases selbst besitzt; in denselben presst man den
Kautschukpfropf G mit doppelter Durchbohrung. In die eine Durch-
bohrung kommt eine rechtwinklig gebogene Riohre As, welche dicht
unter dem Pfropfe endigt, wihrend in die andere eine rechtwinklig
gebogene Glasrdhre L kommt, welche bhis auf
den Boden des Reagirglases bei o reicht; die nach
aussen kommenden Enden dieser Glasrohren sind mit
Watte verschlossen. Diese Gliser werden bis etwa
zu einem Drittel oder zur Hilfte mit sterilisirter
Nihrgelatine oder Agar gefiillt und der Vorsicht
halber noch einmal aufgekocht. Nihrgelatine wird
dann wihrend des Versnchs durch Einsetzen in
ein Bad von ca. 35° die etwas unbequemere Agar-
losung durch 40 bis 42° flissig gehalten, so dass
sie wie eine Losung wirken. Dann wird der Aspi-
rator mit der kurzen Glasrdhre As verbunden und
der Wattepfropf vom freien Ende der in die Ge-
latine eintauchenden Glasréhre L entfernt, so dass
die Luftblasen die Fliissigkeit g von o aus durch-
setzen; nach Abbrechen des Versuches wird der Wattepfropf bei
L wieder aufgesetzt. Den langen Glasschenkel zieht man dann
aus der flissigen Gelatine heraus, so dass die untere Oeffnung
bei x iiber der Gelatine steht, damit die Gelatine in der Rohre L
nicht verloren geht. Dann mischt und vertheilt man durch Schiitteln
die Keime so gut als moglich. Inzwischen werden Glasplatten in
einem vorher angefeuchteten Kasten fertig gestellt und erst in diesem
Kasten der Helm abgenommen und die Gelatine oder das Agar auf
die Platten ausgegossen. Wihrend man ohne den helmartigen Ver-
schluss immer der Gefahr einer Verunreinigung am Rande des
Reagirglases ausgesetzl ist, wird bei dieser Art des Vorgehens der
Rand r des Reagirglases wihrend das ganzen Versuches iiberhaupt
nicht berithrt, so dass jede Gefahr von dieser Seite wegfillt. Ope-
rirt man in dem feuchten Kasten, so wird eine in diesem Falle sehr
storende Luftinfection selbst bei Anwendung von Platten fast sicher
vermieden. Meist ist es aber wiinschenswerth auch diese Miglich-
keit ganz zu heseitigen, man giesst dann die fissige Gelatine unter

Fig. 66.











































Taf. I.
Fig.1.













Lith Ansi.v C Kirst, Lespng.



























