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t ~ b e r  eine Doppelbrechung i n  K u l t u r e n  v o n  

Mycobacterium tuberculosis 

I n  K u l t u r e n  y o n  Mycobacterium tuberculosis e n t s t e h e n ,  
wie b e k a n n t ,  e i g e n a r t i g  g e w u n d e n e ,  z o p f a r t i g e  S t r a n g e  
(,~cords,,), die a u s  g e o r d n e t e n  B a k t e r i e n  b e s t e h e n .  Diese  
¢~Z6pfe~ w u r d e n  s c h o n  y o n  K o c a ~  g e n a u  b e s c h r i e b e n  
u n d  abgeb i lde t .  N e u e r d i n g s w u r d e  fes tges te l l t ,  dal3,,cords,) 
n u r  bei  virulenten S t £ m m e n  a u f t r e t e n  ~. I h r e  B i l d u n g  
k a n n  d n r c h  Z u s a t z  y o n  ~Tween~, v e r h i n d e r t  werden .  I n  
K u l t u r e n  v o n  avirulenten S t £ m m e n ,  in d e n e n  die B a -  
zillen g a n z  regel los  l iegen,  g i b t  es ¢~Z6pfe>,, w e n n  d e m  
N f i h r m e d i u m  E m b r y o n a l e x t r a k t  be igef i ig t  wi rd  ~. A g g r e -  
g a t i o n e n  y o n  o r i e n t i e r t e n  B a k t e r i e n  s ind ,  u n t e r  a n d e r e m ,  
a u c h  bei  d e m  a p a t h o g e n e n  Mycobacterium phlei zu be-  
m e r k e n ;  sie s ind  h ie r  l e i ch t  m i t  S o l v e n z i e n  fiir L ipo ide  
a u f z u l 6 s e n  4. 

Die  e i n z e l n e n  T u b e r k e l b a z i l l e n  s ind  in d e n  ¢~Z6pfen,~, 
m e h r  ode r  m i n d e r  v o l l k o m m e n ,  para l le l  de r  L i inge  n a c h  
a u s g e r i c h t e t .  I r g e n d e i n e  K i t t s u b s t a n z  df i r f te  sie - wie 
d a s  s e h o n  Kocr~ ~ e r w o g e n  h a t  - z u s a m m e n h a l t e n .  E s  
s c h e i n t  b i sher ,  n a c h  der  b ier  zugXng l i chen  L i t e r a t u r ,  
n o c h  n i c h t  gepr i i f t  w o r d e n  zu sein,  wie s ich  die ,~Z6pfe~ 
i m  polarisierten L i c h t  v e r h a l t e n .  Sie k 6 n n t e n  a u s  ver -  
s c h i e d e n e n  G r i i n d e n  d o p p e l b r e c h e n d  sein.  So w a r e  z. B. 
d a m i t  zu r e c h n e n ,  dal3 e in  S t r u k t u r b e s t a n d t e i l  des  
T u b e r k e l b a z i l l u s  o p t i s c h  a n i s o t r o p  ist .  D a  die B a k t e r i e n  
in d e n  ~¢Z6pfen~ e inen  V e r b a n d  m i t  g e o r d n e t e n , / i b e r e i n -  
a n d e r l i e g e n d e n  Te i l ehen  bi lden,  k 6 n n t e  s ich  die ver-  
m u t l i c h  n u r  s e h r  ger ingff ig ige  D o p p e l b r e c h u n g  der  ein-  
ze lnen  Zel len , , s u m m i e r e n ~  u n d  d a m i t  e r s t  f e s t s t e l l b a r  
w e r d e n .  V~reiterhin d a r f  d a r a n  g e d a c h t  w e r d e n ,  daft  die 
Molekii le  der  w a h r s c h e i n l i c h  l ipo iden  K i t t s u b s t a n z  
o r i e n t i e r t  s ind .  

An einem einzelnen Bakteriuru d/irfte die Doppelbrechung nur 
sehr schwer zu erkennen seim Zu dieser Frage scheint keine neuere 
Arbeit vorzuliegen. Nach AMANN s soil es in den Kapseln der Milz- 
brandbazillen doppelbreeheade Elemente geben, die naeh Tingierung 
mit bestimmten Farbstoffen dichroitisch werden. 

W i e  v o r w e g g e n o m m e n  sei, e r w e i s e n  s ich  die ~(Z6pfe, 
t a t s i i ch l i ch  a ls  s c h w a e h  d o p p e l b r e c h e n d .  

z~lethode. Ein frisch isolierter, virulenter Stature yon Mycobac- 
terium tuberculosis wird auI festem Agarn~hrboden nach Dunos n, mit 
~)ls~ure-Serumzusatz, geziichtet. In den untersuchten Proben sind 
die ~ ZSpfe,~ sehr gut ausgebildet. Teilstiicke der Kulturen werden mit 
aller Vorsieht yore Agar abgestrichen. Zum AblSsen der festhaftenden 
ganzen Kolonielx wird die Platte auf fester CO 2 zum Gefrieren ge- 
bracht, und dann bci Zimmertemperatur auftauen gelassen. Die ein- 
zelnen Kulturen schwimmen dann unbeschiidigt au[ einer dimnen 
Wasserschieht und k6naen leicht mit einer PlatinSse auf den Objekt- 
trfiger gebraeht werden. Gepriift werden aueh ,,ZSpfe ~ aus Kulturen 
in flfissigem Medium n. Alle Pr~parate werden in'vVasser untersucht. 

Fiir die Messung de rnur  sehr sehwachcn Doppelbrechung wird, 
eill besonders konstruierter Kompensator mit drehbarer Glimmer- 
platte 7 yon etwa 1/20 3, VerzSgerung im weiBen Lieht verwendet. Er 

1 R. KOCH, Mittheilungen aus d. Kaiserl. Gesundheitsamte, Bd. 2 
(1884), dort S. 53. Auch R. KocH, Gesammelle Werke, Bd. 1 (1912}, 
dort S. 525. Vgl. attch B. ~16I.LERS in: Hb. d. pathogenen Mikro- 
organismen (W. KOLLE, R. KRAUS, P. UHI.ENHUTII) 3. Aufl., Bd. 5., 
Tell 2 (1928), dort S. 645. 

G. MIDDLEBROOK, R.J.DuBos und C. PIERCE, J. Exper. Med. 
86, 175 (1947). 

3 H.13Loc1~, J. Exper. Med. 88, 355 (1948). 
4 J.BRETEY, J.BROWAE'gS und D. DERWCmAN, Ann. lust. 

Pasteur 71, 233 (I945). 
5 J.AMANN, Cbl. Bakteriol. 13, 775 (1893). 
6 R.J.DuBos und G. MIDDLEBROOK, Amer. Rcv. Tubercul. 56, 

334 (1947}. Vgl. aueh: R. J. DuBos, Exper. 3, 45 (1947). 
7 ~V.J. SCHMIDT in: Hb. biolog. Arbeitsmelh. (E.AsDERHALDEN) 

Abt. V, Tell 1O (1934), dort S. 535. 

gestattet es, die Subtraktions- und Additionslage rasch zu wechselu. 
Damit wird fiir das Auge der Kontrast helldunkel sehr deutlieh. Der 
Kompensator ist am fiblichen Polarisationsnfikroskop (Leitz) be- 
festigt. Als intensive Lichtquelle dient eine Osrmn-Punktlichbirne 
(Wechselstrom, 2 A). 

Die Pr~tparate diirfen natiirlich nut aus parallel liegenden ~ ZSpfem, 
bestehen. Durch (3berkreuzen oder sehr~iges (3berschneiden werdert 
die polarisationsoptischen Effekte aufgehoben oder reduziert. Solche 
geeigneten Teile sind leicht am Rand einer als Ganzes isolierten Ko- 
lonie zu linden. 

E i n  in Diagonalstellung g e b r a c h t e r  A b s c h n i t t  e ines  
(cZopfs~, a u s  e ine r  K u l t u r  a u f  f e s t e m  M e d i u m  wi rd  
d e u t l i c h  a u f g e h e l l t  o d e r  v e r d u n k e l t ,  w e n n  die G l i m m e r -  
p l a t t e  a u s  de r  A u s l 6 s c h s t e l l u n g  h i n -  u n d  h e r g e d r e h t  
wird.  Die  , Z6pfe~ s ind,  b e z o g e n  a u f  ih re  L~tnge, mgativ 
d o p p e l b r e c h e n d .  Bei  s c h w a c h e r  V e r g r 6 1 3 e r u n g . s i n d  die 
E r s c h e i n u n g e n  b e s o n d e r s  e i n d r u c k s v o l l ,  w e n n  ein  
~Zopf~ a n  e ine r  Stel le u m  90 ° a b g e b o g e n  ist .  B e i m  ra-  
s c h e n  B e w e g e n  de r  G l i m m e r p l a t t e  ze igen d a n n  be ide  
Tei le  e n t g e g e n g e s e t z t e  H e l l d u n k e l - E f f e k t e .  A n  ~ Z 6 p f e n  ~ 
y o n  e t w a  45 /, B r e i t e  ( u n d  v o r d e r h a n d  u n b e k a n n t e r  
Dicke)  be t rXgt  die Verz~Sgernng e t w a  4 m/~ i m  weil3en 
L i c h t .  Bei  P r o b e n  a u s  K u l t u r e n  in f l f i ss igem M e d i u m  
zeigt  s ich  f o l g e n d e s :  A n  isol ier t  l i e g e n d e n  ~Z6pfen~ y o n  
e t w a  5 t~ Bre i t e  i s t  die D o p p e l b r e e h u n g  m i t  d e n  gege-  
b e n e n  H i l f s m i t t e l n  b i s h e r  n i c h t / e s t s t e l l b a r .  Aggregate 
para l l e l e r  , Z 6 p f e , ,  die n i c h t  n u r  n e b e n e i n a n d e r ,  s o n d e r n  
a u c h  f i be re inande r ,  l iegen (Bre i te  e t w a  10-15  / 0 , ' s i n d  
d e u t l i c h  d o p p e l b r e c h e n d .  

E s  i s t  zu i iber legen,  w o r a u f  die geringfiigige D o p p e l -  
b r e e h u n g  z u r t i c k z u f i i h r e n  ist .  

Agarpartikel (die den ,, Z6pfen,, orientiert angelager t sein mill3 ten), 
k6nnen als Ursaehe for die optisehe Anisotropie nicht in Frage kom- 
men. Ebenso liegt kein i:lurch das Gefrieren entstandenes Artefakt 
vor: Auch Stiieke, dic aus einer Kultur in fliissigem Medium stare- 
men oder die lediglich yon der Kulturplatte abgeschabt wurden, sind 
doppelbrechend. 

N a c h  A n s i c h t  m u n c h e r  A u t o r e n  s i n d  die T u b e r k e l -  
baz i l l en  y o n  e ine r  W a c h s -  oder  Fe t t h i i l l e  u m g e b e n .  
Diese  A u f f a s s u n g  is t  b e k a n n t l i c h  s t a r k  u m s t r i t t e n L  
A u e h  e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h e  A u f n a h m e n  g e b e n  kei- 
n e n  s i c h e r e n  E n t s c h e i d  z. E i n e  Hfil le a u s  o r i e n t i e r t e n  
L i p o i d p a r t i k e l n  k 6 n n t e  d o p p e l b r e c h e n d  sein.  D a b e i  
w~ire - a u s  h ie r  n i c h t  n a h e r  zu e r 6 r t e r n d e n  G r i i n d e n  -- 
m i t  e i n e m  negativen Vorze ichen ,  b e z o g e n  a u f  die L~.nge 
de r  ]3ak te r i en  zu r e c h n e n .  Die  o p t i s c h e  A n i s o t r o p i e  
d iese r  s i che r  s e h r  d f i n n e n  H t i l l s c h i c h t  k 6 n n t e  bei  der  
g e g e b e n e n  U n t e r s u c h u n g s t e c h n i k  w o h l  n u r  bei  e ine r  
~, S u m m a t i o n  ~, wie sie o b e n  g e s c h i l d e r t  w u r d e ,  n a c h w e i s -  
b a r  sein.  \ V e i t e r h i n  i s t  a n  eine D o p p e l b r e c h u n g  de r  die 
B a k t e r i e n  z u s a m m e n h a l t e n d e n  K i t t s u b s t a n z  zu d e n k e n .  
Dieses  B i n d e m i t t e l  d i i r f te  n a c h  d e n  t 3 e o b a c h t u n g e n  bei 
Mycobacterium phlei 3 g a n z  ode r  te i lweise  a u s  L ipo id  be-  
s t e h e n .  I n  f a d e n f 6 r m i g e n  G e b i l d e n  m i t  L ipo id  k 6 n n e n  
die ,-VEolekiile, wie m a n  a u s  z a h l r e i c h e n  U n t e r s u c h u n g e n  
weil3, quer z u r  L ~ n g s r i c h t u n g  l i egen :  D a s  I t ih r t  zu e ine r  
D o p p e l b r e c h u n g  m i t  negativem V o r z e i c h e n  b e z o g e n  a u f  
die L~tnge. Schliel31ich i s t  n o c h  fo lgendes  zu i ibe r legen :  
Die  ,~Z6pfe~, b i lden  e ine  A r t  v o n  S t~ ibchen-Mischk6rpe r .  
Die  o r i e n t i e r t e n  l i ing l ichen  Pa r t i ke l ,  d. h. die T u b e r k e l -  
baz i l len ,  u n d  ihre  A b s t ~ n d e ,  s i n d  klein,  a b e r  n i c h t  s u b -  
m i k r o s k o p i s c h ,  wie d a s  die T h e o r i e  i m  a l l g e m e i n e n  w o h l  
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ve r l ang t .  Es  da r f  e rwogen  werden ,  ob  sich in den  ~(Z6pfen ~ 
auch  eine F o r m d o p p e l b r e c h u n g  ~ (mit  p o s i t i v e m  Vor-  
zeichen,  bezogen  auf  die L~nge) i ibe r l agernd  ge l t en d  
m a c h e n  k6nn te .  

Die ~Z6pfe~> b i lden  sich, wie e rwShnt ,  s p o n t a n  n u r  in 
K u l t u r e n  von virulenlen  Tuberke lbaz i l l en .  E r s t  n a c h  
einer  genaue ren  Ana lyse  wird  zu e n t s c h e i d e n  sein, wor-  
auf  die D o p p e l b r e c h u n g  dieser  o I fenbar  b e d e u t s a m e n  
m o r p h o l o g i s c h e n  B e s o n d e r h e i t  b e r u h t .  

Ffir die Bereitstellung der Kulturen bin ieh dem Hygienisehen 
Institut, Basel (Direktor: Prof. J.ToMeS:K), zu Dank verpfliehtet. 

G. BOEt:M 

Mediz in ische  Un ive r s i t~ t sk l in ik  Bi i rgerspi ta l ,  Basel ,  
den  31. A u g u s t  1949. 

S u m m a r y  

Cul tu res  of v i ru l en t  s t r a ins  of h u m a n  tuberc le  bacilli 
form,  as well known,  so-cal led " c o r d s " .  These  cords  are, 
as is s h o w n  in th is  c o m m u n i c a t i o n ,  b i r e i r i ngen t .  The  
sign of t he  doub le  r e f r ac t ion  is negative w i t h  r ega rd  to  
t h e  long axis  of t h e  cords .  Poss ib le  causes  of th i s  doub le  
r e f r ac t ion  are  d iscussed .  

I W.J. SctIMIDT in: Hb. biolog. Arbeitsmeth. (E.AttDERIlALDEN) 
Abt. V, Tell 10 (19:/4), dort S. 476 If. 

U n t e r s u c h u n g e n  t ibe r"  a n t i b i o t i s c h e  W i r k u n g e n  

a n  Blutegeln, Blutegelbakterien u n d  d e r e n  

k e i m f r e i e n  Filtrat 

"Wie b e k a n n t ,  g ib t  es besonde re  B a k t e r i e n  (B. h iru-  
dints) ,  die mi t  d e m  Blu tege l  (Hirudo medicinal is)  in 
S y m b i o s e  leben.  Bere i t s  D1NAND 1 u n d  BOTTENBERGZ 
v e r m u t e t e n ,  dab  diese B a k t e r i e n  in der  The rap ie  eine 
gewisse Rol le  spielen.  R.  Kol ,  P 3 schloI3 sich d ieser  Auf-  
f a s sung  an .  

XNir k o n n t e n  in  langj i ihr igen V e r s u c h e n  fes t s te l len ,  
d a b  B.  h i rud in i s ,  gez t i ch te t  aus der  guBeren Sch le im-  
hau t ,  d e m  D a r m t r a k t u s  ode r  d e m  I31ut der  B i g w u n d e ,  
an t i b io t i s che  W i r k u n g  zeigt  u n d  d a b  da r i ibe r  h ina u s  
des  keimfre ie  F i l t r a t  yon  Blu tege lbaz i l l en  ebenfa l l s  an t i -  
b io t i sche  E f f e k t e  aufweis t .  

Zur  Aufkl i i rung der  e igena r t igen  VViders tandsf~hig-  
kei t  des  Blu tegels  gegen p a t h o g e n e  E r r ege r  w u r d e n  Ver-  
suche  an we igen  M~usen,  Mee r schwe inchen  u n d  K a n i n -  
c h e n  durchgef f ih r t ,  welche  m i t  S p i r o c h g t e n  ( s p .  pa l l ida  
u n d  obermeieri) inf iz ier t  waren .  Diesen  Tie ren  w u r d e n  
b i sher  ungef i i t t e r t e  Blutegel  angese t z t .  Es  zeigte  s ich 
bere i t s  am ers ten ,  m e h r  noch  a m  zwei t en  und  d r i t t e n  
Tage,  dab  die Spiroch~iten in d e m  von d e m  Blutegel  an-  
ge saug t en  Blu t  eine Sch~d igung  er le iden,  i n d e m  sie ihre  
l ebha f t e  E i g e n b e w e g l i chke i t  ver l ie ren  u n d  s t a r r  werden .  
Dieses S t a r r w e r d e n  t r i t t  auch  d a n n  ein, w e n n  die Egel  
in w a r m e m  W a s s e r  von  35-38 ° C geha t t en  werden ,  so 
d a b  ein K/ i l t e schock  bier  n i c h t  vor l iegen  kann .  W i r d  den  
Ege ln  d u r c h  P u n k t i e r u n g ,  z. B. a m  v i e r t e n  Tage,  B l u t  
e n t n o m m e n  u n d  g e s u n d e n  Tie ren  s u b k u t a n  e inge-  
sp r i t z t ,  so lassen sich im Blu t  d ieser  Tiere  nach  zwei 
Tagen  n o r m a l  bewegl iche  Sp i roch / i t en  fes ts te l len .  E ine  
merk l iche  Sch/ id igung der  Vi ru lenz  der  Sp i roch~ ten  
k o n n t e  n a c h  viert/~giger Verwei lze i t  des in f iz ie r ten  
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B lu t e s  im Blu tege l  n i c h t  b e o b a c h t e t  werden .  L~iBt m a n  
des  inf iz ier te  B l u t  j edoch  elf Tage  i m  B l u t e g e l d a r m  a n d  
e n t n i m m t  m a n  d a r a u f  d u r e h  P u n k t i e r u n g  Blur  und  
s p r i t z t  es den  V e r s u c h s t i e r e n  ein, so er fo lg t  in ke inem 
Fal le  eine In f ek t i on .  Der  B l u t e g e l o r g a n i s mu s  h a t  also 
die F/ ihigkei t ,  p a t h o g e n e  M i k r o o r g a n i s m e n  bis zum 
vol len Ver lus t  der  I n f e k t i o n s t t i c h t i g k e i t  a b z u s c h w ~c h e n .  

Unsere Untcrsuchungsergebnisse stehen in "vViderspruch mit Er- 
gebnissen wie sie y o n  KARL1NSKI 1, KARWACKI and SZOKALSKI 2 und 
WLAIDIM]ROFF X berichtet worden sind. Diese Untersucher steltten 
lest, dab sich die Erreger des Riickfatlfiebers (Sp. obermeieri) in 
Dfrmen yon Blutegeln, die an Erkrankten gesogen haben, his zu 
100 Tagen halten. 

Die zun~ichst yon uns  m i t  SpirochS.ten g e m a c h t e n  
F e s t s t e l l u n g e n  w u r d e n  sp~ te r  mi t  e iner  grol3en Anzah l  
we i t e re r  E r rege r  bes t i i t ig t  g e f u n d e n  (Milzbrand,  T e t a n u s -  
bazil len,  S t a p h y l o k o k k e n ,  S t r e p t o k o k k e n ) .  Ft i r  den 
Mi lzbrandbaz i l lus  k o n n t e n  wir  d a m i t  die von  CATT~- 
RINA 4 u n d  M/3HLING 5 b e r i c h t e t e n  E r g e b n i s s e  bes t~ t igen .  

Wei te re  V e r s u c h e  zeigten,  d a b  e ine  A b s c h w A c h u n g  
de r  E r r e g e r  s u c h  u n m i t t e l b a r  d u r c h  ]3ehand lung  m i t  
B lu t ege lbaz i l l enku l tu r en  ode r  ke imf re ien  F i l t r a t e n  y o n  
de ra r t i gen  I£u l tu ren  erziel t  w e r d e n  kann .  

Zwei Kaninehen wurden mit Meningokokken infiziert. Das An- 
gehen der Infektion wurde im Kulturversueh geprfift. An rasierten 
K6rperstellen der Kaninehen wurden dann bisher ungeffitterte Blut- 
egel angesetzt. Das angesaugte und noehmals im Kulturversueh ge- 
prtifte Blut wurde positiv befunden. Gem~iB der Inkubationszeit yon 
8-10 Tagen wurde das Blut 10 Tage in den Blutegeln belassen. Am 
elften Tage wurde je I0 dieser EgeI eine kleine Menge Blur ent- 
nommen und dureh Impfung auf Blutplatten und Bouillon gepriift. 
hi allen Ffillen konnten Meningokokkeu nachgewiesen werden. Den 
gleichen Egeln wurde daraufhin durch Punktierung wiederum Blut 
entnommen und nach Verdtinnung mit physiologiseher Kochsalz- 
16sung teils subkutan, tells intraperitoneal weigen M~usen und 
Ka:ninchen eingespritzt. Eine Infektion erfolgte in keinem Falle. Es 
war also bet diesem Versuch gehmgen, im Blutegel Vakzine dutch 
nut elftfigiges Verweilen des angesaugten infizierten Blutes herzu- 
stellen. 

Ein entspreehender Versueh wurde mit Kaninchen durehgeffihrt, 
die mit Bacillus tetani infiziert waren. Naeh elft~igigem Belassen 
des aus derartigen Kaninchen abgesaugten und zun~iehst positiv 
befundenen BIutes im Blutegel konnte trotz Noehweis des Bacillus 
tetani mit diesem Blutegel such bet wiederholter Impfung trotz zu- 
s~itzlicher Zweitinfektion kein Wundstarrkrampf hervorgerufen 
werden. 

Drei Sehweinsblasen werden mit je 1000 em 3 defibriniertem 
Rinderblut geftillt, das mit 1]10 des Gesamtvolumens an Bouillon- 
kulturaufschwemmung yon Meningokokken versetzt ist. Auch an 
diese Tlerblasen werden ungeftitterte Egel angesetzt. Infektions- 
versuche mit dem angesaugten Btut seheitern nach elf Tagen ebenso. 

An drei an Rotlauf erkrankten Mastschweinen im Gewicht yon 
etwa 70-80 kg lessen wit je drei Blutegei bis zum Abfallen saugen. 
Aus je einem der Egel wird ansehliel3end mittels Injektionsspritze 
des angesaugte Blur entnommen und intramuskul~ir in die Schweine 
zuriiekgespritzt. In Abst/inden yon je 24 Stunden erhalten die Tiere 
noeh zwei weitere Spritzen mit dem Blur, das sieh in den am ersten 
Tage angesetzten Egeln befindet. Alle drei Schweine bleiben am 
Leben, wiihrend ein viertes, unbehandeltes Tier stirbt. 

Wir sehcn also auch bet Kombmation mit Eigenblutbehandlung 
den Erfolg. 

An seehs Kaninehen (belgisehe Riesen) derselben Zucht lassen wir 
je einen Blutegel je eine Stunde saugen. Drm der Kanmehen werden 
mit Tular~mie infiziert. In die seehs Blutegel werden dann je :[~e,n a 
Blutegelbazillenaufsehwemmung gespritzt. Das Blut wird duret: 
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