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tube (I mm Be filter) has been uscd with fine grain
Lippman Film,

By this method the radiograms enable one to perceive
a greater resolution than has been possible before. The
pictures show chiefly the distribution of the calcium in
the different structures of the tecth. The white arcas
represent the parts rich in calcium and the dark areas
show the parts which have less calcium and more organic
substance?,

Fig. 2.~Dentin: Dentinal tubules which appear as black lines (long
section), 200 x .

The microradiograms of the ground sections of enamel
(Fig. 1) clearly show Retzius’' lines which seem to be
formed by rhythmical mineralisation. In the picture they
go horizontally. One can even see the Hunter-Schreger
bands which go vertically in the picture. These bands
indicate that there is rhythmical calcification and their
appearence is probably not due to an optical phenome-
non which some authors assert?.

Zaes T
- ~ -
A IAY

Fig. 3.-Dentin: Dentinal tubules in cross section. 200 x.

In the X-ray pictures of dentin, the dentinal tubules
containing protoplasmic processes of the odontoblasts,
Tomes’ fibers, may be seen. They do not absorb the
X-rays and are probably not mineralised and therefore
appear as dark threads or points in longitudinal and
cross section, respectively (Fig. 2 and 3). In dentin even
the thythmical mineralisation in the shape of von Ebners
lines appears.

On the dentin-enamel junction a characteristic wavy
shape may be seen in many places in many of the teeth

1 R. AmMpriNO and A. ENGSTROM, Acta Anatomica 15, 1 (1952). —
A, ENcsTROM, Acta Radiol, 37, 503 (1949). — A. Encstr6M and
S. WELIN, Acta Radiol. 37, 483 (1949). - A, Excstrosm and R, Am-
prINO, Exper. 6, 267 (1950). — A. EncstroM and I.. WEGSTEDT,
Acta Radiol. 35, 345 (1951). — A. ExgsTrROM and B. EncrrLor,
Exper. 4, 19 (1933).

2 Oruan, Oral Histology and Embryology, 1949, 60,
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as well as enamel tufts which appear to contain about as
much calcium as dentin.

The cementocytes in the cellular cementum are not
mineralised and do not absorb the X-rays. Consequently
these cells appear as black points in contrast to their
surroundings.

The figures show the preliminary results of the experi-
ments designed to establish the quantitative distribution
of calcium in the different structures of the tooth.
Quantitative data and a detailed report will be published
later. H. ROCKERT

Department of Histology, Medical Faculty, University
of Gdteborg, Octoberv 3, 1954,

Zusammenjassung

Mit Réntgenstrahlen, deren Wellenldngen dem cng-
begrenzten Absorptionsmaximum wvon Calcium ent-
sprachen, wurden von Schleifschnitten adulter, nor-
maler menschlicher Zihne Mikroradiogramme aufge-
nommen. Diese geben Aufschluss iiber das Vorkommen
von Calcium in menschlichen Zahnen.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen
an lebenden Bakterien
mit Hilfe des Abdruckverfahrens

Elektronenmikroskopisch lassen sich nur sehr diinne
Objekte (0,1 u) durchstrahlen. Sind die Objekte nicht
von Natur aus so diinn, oder reicht Umrissabbildung
nicht aus, so kann man zu Diinnschnitten (200 bis 1000 A)
greifen! oder zu Oberflichenabdruckverfahren wobel
die Objekte beliebig kompakt scin diirfen. Letztere, von
H. MaHL eingefithrte und in zahlreichen Varianten an-
gewandte mittelbare Methode liefert das Oberflichen-
relief des Objektes mit einem Aufldsungsvermogen von
etwa 60 bis 150 Az,

Die bisherigen Untersuchungen mit Abdruckverfah-
ren bezogen sich im wesentlichen auf fixiertes Material3,
Es wurde daher der Versuch unternommen, das Ober-
flichenabdruckverfahren bei lebenden Baktcricn, die
auf ithrem natiirlichen Nihrsubstrat verblieben, anzu-
wenden. Dabei wurde erwartet, dass Einzelheiten iiber
Oberflichenstrukturen und Begeisselung erkennbar wer-
den wiirden, die sonst bei der iiblichen Priparationsweise
{Abschwemmen, Zentrifugieren) lcicht verlorengingen
oder artifiziellen Verdnderungen unterworfen waren*.

Die untersuchten Bakterien wurden auf méglichst
weitflachig beimpiten 29%igen, zuweilen auch auf

1 Zum Beispicl: D. C. Pease und R. F. Bakzrr, Proc. Soc. Exp.
Biol. med. 67,470 (1948). — L. H. BRETSCHNEIDER, Proc. Kon. Ned.
Akad. Wetensch. Amsterdam 52, 1 (1948); 63, 9 (1950). — F. S,
S16sTRAND, Exper. §, 114 {1053},

2 Zum Beispiel: H. ManL, Naturwissenschaften 34, 207 (1942). -
F. Krause und H. MauL, Kolloid-Z. 105, 53 (1948). — H. MagL, Er-
geb. exakten Naturwissensch, 12, 262 (1945).

3 A. Kiewvscumirt und E. Kinper, Zbl. Bakt. 1. Orig. 156, 2190
(1950). — A. Krewnscumirt, Z. Tropenmedizin und Parasit, 2, 507
{1951). — A. Kremnscamirr und F. ScureicH, Z. Tropenmed. Parasit.
3, 42 (1951). — E. KeLLeNBeERGER und L. HuBkr, Exper, 9, 289
(1953). ~ J. HirLier und R, BAKER, J. Bact. 52, Nr. 4 (Okt. 1946).

4 Dicse methodischen Fragen tauchten auf im Rahmen von
Untersuchungen W. Lubwigs und Mitarbeitern, darunter der
eine Verfasser (ScHRELL), Zoologisches Institut Heidelberg, iiber
rechts- und linksgewundenc Stimme von Bacillus mycotdes und die
kiinstliche Invertierbarkeit deren Asymmetrieform {R-L-Problem)®

5 UJ. HerrenBacu und W, Lubpwic, Exper. 7, 457 (1951).



[15. 1V, 1955]

Kurze Mitteilungen — Brief Reports

Abb. 1. Shigella paradysenteriae. Palavit-Sio-Abdruck von Agar-
kultur, 20 h bei Zimmertemperatur bebriitet, Nahrboden 1,5%ig.
Abdruck mit Trypsin verdaut, Vergrosserung: 15000:1.

1Y, 9%igen Fleischbrithe-Pepton-NaCl-Agarplatten von
einem pH = 7,4 bei 37°C 4-24 h bebriitet. Danach wur-
den die Platten mit einem fliissigen Kunststoff begossen
und dieser nach seinem Erstarren von der Agarfliche
abgehoben.

Bei den hier beschriebenen Untersuchungen haben
sich zwei Kunststoffe als besonders brauchbar erwiesen:
Polystyrol® und als unseres Wissens neuartig in der
Elektronenmikroskopie Palavit?, Wihrend Polystyrol
mit Benzol verfliissigt durch Verdunsten seines Lésungs-
mittels erst in 12 bis 24 h eine Abdruckmatrize bildet,
erstarrt das Palavit durch den Polymerisationsvorgang
in 5 bis 8 min3. Ein Teil der Bakterien haftete in der
Regel am Abdruck und musste mit verschiedenen Ver-
dauungsfermenten herausverdaut werden. Von den
handelsiiblichen Fermentsystemen erwies sich vor allem
Festal* als wirksam, doch konnte auch mit aktiviertem
Papain® und Trypsin- Pepsin-Verdauungen erfolgreich
gearbeitet werden. Gleichmissige Verdauungserfolge
wurden bisher nicht erzielt, eine weitere Untersuchung
hieriiber ist vorgesehen. Die der Verdauungsfliissigkeit
entnommenen Abdruckfolien wurden im kriftigen
Wasserstrom durch Stunden hindurch gespiilt und
schliesglich an der Luft getrocknet.

Nunmehr wurden diese Kunststoffmatrizen nach dem
bekannten Verfahren® im Hochvakuum zur Erhohung
der Kontrastwirkung mit Platin oder Paladium schrag
und mit Siliziummonoxyd senkrecht bedampit. Die
Aufdampischichten konnten mit Hilfe der Gelatine-
methode? abgehoben werden.

Abbildung 1 zeigt einen Oberflichenabdruck von
Shigella paradysenteriae, die Abbildungen 2 und 3 solche
von Escherichia coli, die zum Teil unvollkommene Ver-
dauung erkennen lassen, Uber die in den Abbildungen
2 und 3 sichtbar gewordcnen Geisselstrukturen, die bis-
her nicht bekannt waren, moégen Erorterungen vorerst
unterbleiben. Jene Geisselorganellen, die auf der dem
Beschauer zugekehrten Seite insericren, sind zunichst
auf dem Bakterienkodrper aufgeklatscht und treten dann

1 Hersteller: B.A.S.F. Ludwigshafen/Rhein.

2 Dentalmedizinisches Praparat von Kulzer & Co, (Frankfurt
a.M.) auf Plexiglasbasis.

3 A.F.Brown und W. M, Jongts, Nature 159, 635 (1947).

4 Farbwerke Hoechst, Frankfurt a.M.-Hoechst.

5 W, Scawarz und G. Panrke, 7. Zellf. 38, 475 {1953).

¢ Zum Beispiel R. D. Hemexrercw und V. G. Peck, J. Appl.
Phys. 14, 23 (1943).

7 E. KiNpEeR, Phys. Verhandl. 4, 102 {1953},

Exper. 10

Abb. 2. Escherichia coli. Palavit-Sio-Abdruck von Agarkultur, 9 h
bei 37° bebriitet, Nihrboden 2%ig. Abdruck mit Festal verdaut.
Vergrosserung: 15000:1.

iber diesen hinaus. Auch die unverdauten Abdriicke
zeigen solche Strukturen. Bei den abgebildeten Prapara-
ten sind die « Geisselelemente» zum Teil mit dem SiO-Ab-
druck abgehoben, stellen also im Gegensatz zu den Bak-
terienkorpern keine Abdriicke dar. Dass sie bisher selten
gesehen wurden, ebenso wie Oberflichenbesonderheiten
der Shigella paradysenieriae, ldsst sich wohl auf unsere
schonende Priparationsweise zuriickfithren, wird doch
das Bakterium auf seiner Agarplatte lebend erfasst und
auch nicht mechanisch abgeschwemmt oder zentri-
fugiert.

Abb. 3. Escherickia coli. Palavit-8i0-Abdruck von Agarkultur, 12 h
hei 37° mit Coliphage 2 bebriitet, Nihrboden 1,h%ig. Abdruck mit
Festal verdaut. Vergrésserung: 30000:1,

Die hier beschriebene Methode der Gewinnung von
Lebendabdriicken diirfte wohl einen priparativen Fort-
schritt darstellen. Den Schiden bisheriger Priparatio-
nen' stehen bei oben beschriebener Methode moglicher-
weise geringere durch die flissigen Kunststoffe gegen-
iiber. Beide verwandten Kunststoffe sind wasserabstos-
send, das schnell erstarrende Palavit scheint friither fest
zu werden als die Zelle abstirbt und sich dabei verdandert,
es besitzt vermutlich keine fixierenden Eigenschaften,
gelang es doch, von der Abdruckfolie lebendes Bakterien-
material erfolgreich zu iiberimpfen.

1 BB. v. Borriks, Enftthrung in die Ubermikroskopte (Verlag
Cantor, Aulendorf, Wiirttemberg, 1940),
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W. ScHREIL und F. SCHLEICH

Institut fity Vivusforschung, Heidelbevg, und Gastlabova-
torium der Firma Carl Zetss, Obevkochen, Wiirttemberg,
Abteilung fiiy Elektronenoptik, den 24. August 1954,

Résumé

Au moyen d'une technique nouvelle, fondée sur
I’emploi de matiéres plastiques (Polystyrol et Palavit),
Vauteur obtient d’excellentes images de la surface de
bactéries vivantes cultivées sur agar-agar. Grace a cette
méthode il est possible de mettre en évidence des struc-
tures qui n’avaient pas été décrites jusqu’'a ce jour, le
«double moulage» restituant fidélement les détails ca-
ractéristiques de 1’original.

Uber die Wirkung der chronischen Colchicin-
vergiftung auf experimentelle Mykosen

Unter den Stoffen, die die Ausbreitung einer experi-
mentellen Mykose begiinstigen, bzw. ihre Abheilung ver-
zogern, kommt dem Cortison nach den Berichten ver-
schiedener Autoren!, sowie eigenen Untersuchungen?
eine gewisse Bedeutung zu. Wenn sich auch iiber den
Mechanismus dieses Geschehens bisher nur Vermutungen
anstellen lassen, so ist doch so viel sicher, dass eine
Generalisation nur bei Verwendung pathogener Stimme
erfolgt, wihrend apathogene auch unter Cortison keine
Pathogenitit erlangen. Selbst bei solchen von nur ge-
ringer Pathogenitit gibt Cortison nicht immer einen
Impuls zur Ausbreitung, wie wir an der experimentellen
Chromoblastomykose zeigen konnten3.

Die Ahnlichkeit der Angriffsorte von Cortison und
Colchicin, besonders auf Knochenmark und RES, gaben
uns Veranlassung, auch das Colchicin in seiner Wirkung
auf experimentelle Mykosen zu untersuchen. Da uns
negative Vorversuche bei der Histoplasmose der Ratte
davon tiiberzeugten?, dass mit einer akuten Colchicin-
vergiftung keine brauchbaren Resultate zu erhalten
waren, haben wir uns der chronischen Vergiftung nach
der Methode von MaTko und HarAszTI® zugewandt, die
eine ausreichende Uberlebenszeit zur Beobachtung der
behandelten Tiere gewahrleistet.

Versuchsmatervial und Methode. Nachdem Vorversuche
erwiesen hatten, dass eine morphologisch fassbare
Schiddigung des Knochenmarks bei der Ratte nach etwa
10 Tagen einer Colchicinverabreichung von 35 bis 50 y
je 100 g (tdglich oder jeden 2. Tag) eintritt, wurde der
10. Tag zur Inokulation ausgewihlt. Die Verdnderungen
im Markabstrich aus dem unteren Femurdrittel bestan-
den in einer Linksverschiebung mit zahlreichen arretier-

1 P. REpakLLI, C. CAVALLERO, M. Borast, G. SaLa und A. AMi1-
rRA, Exper. 7, 109 {1951). — C. CavALLERO, Rev. Canad. Biol, 12, 189
(1953). — V. D. NEwcomBer, E. T. WrigHr, J. E. TarBET, L. H.
WiNer und TH. H. STERNBERG, J . invest. Dermat. 20, (1953). —
C. E. Svock und G. MiescHER, Bull. schweiz, Akad. Wiss, 8, 220
(1952). - F. RE1ss and L. CAROLINE, J. invest. Dermat. 19, 365 (1952).
— P. REpagrLi und L. Pianton], Giorn. Malatt. infett. 5, 77 (1953).

2 H. KSNIGSBAUER, Zbl, Bakt. Abt. 1. 159, 473 (1953); 160, 637,
(1954).

3 H. KONIGSBAUER, Zbl. Bakt. Abt. 1. 160, 637 (1954).

4 H. K6N165BAUER, Archiv Dermat. 195, 492 (1933),

5 1. MaTko und A. Haraszti, Act. morph. Hung. 2, 219 (1952).
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ten Mitosen. Als Colchicin wurde Colchicinum puriss.
Merck verwendet.

Im einzelnen wurde so vorgegangen, dass von drei
Gruppen zu je 10 Albinoratten, mit einem Durchschnitts-
gewicht von 60 g bei Versuchsbeginn, jeweils 5 Tiere mit
ciner wissrigen Colchicinlésung in der oben angegebenen
Dosierung behandelt wurden. Die Losung wurde intra-
peritoneal gespritzt, da nach subkutaner Injektion
hiufig lokale Nekrosen auftraten. Am 10. Tag der Col-
chicinbehandlung wurden Versuchstiere und Kontrollen
auf intraperitonealem Wege infiziert. Die Colchicin-
verabreichung wurde bis zum Versuchsende am 30. Tag
post infectionem fortgesetzt. Zur autoptischen und histo-
logischen Untersuchung gelangte je ein Tier der Ver-
suchs- und Kontrollgruppen am 7., 12., 18., 24. und
30. Tag nach der Inokulation. Als Kontrolle fiir die
Colchicingruppe schliesslich wurden 10 intakte, nicht
infizierte Ratten in gleicher Weise durch 40 Tage mit
Colchicin behandelt. Es kann hier vorweggenommen
werden, dass diese Tiere ausser den Erscheinungen einer
chronischen Colchicinvergiftung keine pathologischen
Verinderungen aufwiesen und den Versuch iiberlebten.

Als Pilzstimme wurden verwendet: Nocardia Letish-
mani, Nocardia asteroides und Torula histolytica. Von
den auf fliissigem Czapek-Dox-Medium unter Zusatz von
5 g Pepton-Proteose bei Zimmertemperatur gewachse-
nen, 14 Tage alten Kulturen wurden 0,1 cm? abzentri-
fugiertes Kulturmaterial je 50 g Ratte i.p. gegeben.

Evgebnisse. Nocardia Leishmani. Dieser Stamm erwies
sich fiir unsere Ratten als nur wenig pathogen, und die
Krankheitserscheinungen beschrinkten sich auf eine
sparliche Aussaat kleinster Knétchen am viszeralen
Peritoneum und Omentum. Nach dem 18. Tag war bei
den Kontrollen kein pathologischer Befund mehr zu
erheben.

Bei allen Colchicintieren dagegen fanden sich ausser
am Peritoneum und Omentum auch am Zwerchfell bis
zu einem Dutzend miliarer Kndtchen, die mikroskopisch
als mykotische Mikrogemmen anzusprechen waren. Die
Knochenmarkabstriche bei diesen Tieren zeigten ein
toxisch verandertes Mark mit zahlreichen Mitosen,
Linksverschiebung und vereinzelten pyknotischen Ker-
nen. Eine Ausbreitung der Infektion iiber die Bauch-
hohle hinaus in den Brustraum und seine Organe unter-
blieb.

Nocardia asteroides. Die Pathogenitit dieses Stammes
war gegeniiber der Nocardia Leishmani wesentlich
grosser, aber auch hier liessen sich bei den nur infizierten
Kontrollen deutliche Zeichen einer Selbstheilung beob-
achten. Die Zahl der mykotischen Granulome bei diesen
Tieren betrug durchschnittlich 20-30, ihre Grosse
0,5-1 mm. Betroffen von der Aussaat waren Peritoneum
und Omentum, und bei 3 Ticren bestanden zarte Adhi-
sionen zwischen Darmserosa und Bauchwand.

Im Gegensatz dazu waren die pathologischen Er-
scheinungen bei den Colchicinbehandelten ausgedehnter
und massiver; die Adhidsionen plattenartig und derb,
die Zahl der Knotchen bis zu 100 und dariiber. Thre Aus-
dehnung erstreckte sich vom Zwerchfell, das mit zahl-
reichen miliaren Granulomen besdt war, iiber den serd-
sen Uberzug von Milz und Leber auch in deren Paren-
chym und schliesslich abwirts bis ins Becken und den
retroperitonealen Raum. In den Lungen fanden sich bei
2 Tieren vereinzelte miliare Abszesse, jedoch ohne sicher
nachweisbare Erreger. Wir méchten daher diese Herde
nicht mit dem mykotischen Geschehen in Zusammen-
hang bringen. Die Verinderungen im Knochenmark
waren proportional der fortschreitenden Celchicinver-
giftung und zeigten gegen Versuchsende zahlreiche
pyknotische Kerne und Rosettenformen.



