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Bacteriologisch-chemische Untersuchungen einiger 
Spaltpiharten 

u  

James  Kunz, 

Aus dem med.-chem. Laboratorium des Prof. ~I. ~encki in Bern. 

(Vorgelegt in der Sitzung am 12. April 18880 

Die Bacteriologic, die jUngste Sch(ipfung der medicinisehen 
Forschung, hat nieht nur bei Medicinern die grSsste Aufmerksam- 
keit erregl~ sondern sic dUrfte auch das waehsende l[nteresse dcr 
Botaniker und Chemiker immer mehr in Anspruch nehmen. Es 
war mir daher sehr willkommen, yon Herrn Professor ~ e n c k i  
veranlasst zu werden, die vorliegenden Arbeiten auszuftihren. 

Die Reinculturen des Bacillus strum#is sowie des grUneu 
Eiters wurden mir yon Herrn Dr. Tavel~ dem Entdecker des 
ersteren, bereitwilligst zur Verftigung gestellt. Den Bacillus der 
Cholera asiatica erhielt ich yon Herrn Professor B r i e g e r  in 
Berlin durch die gtitige Vermittlung des Herrn Professor ~ e n c k i .  
Den leuchtenden Microben endlich erhielt ich yon Herrn Prof. 
L i e h t h e i m .  

Zu bemerken ist noch~ dass alle Culturen vor ihrer Ver- 
arbeitung mittelst des yon P e t r i  abgei~nderten Koch 'schen 
Plattenverfahrens auf ihre Reinheit gepriift wurden. 

I. [~ber den Bacil lus s t rumit is  T a v el. 

Nach den persSnlichen Mittheilunffen des Entdeckers~ Dr. 
T a v e l  in Bern, wurde dieser Bacillus bei zwei Strumitiden in 
der Punetionsfltissi~kcit der Struma cystica gefunden, und beide 
Male betraf es Lent% die heftige febrile Darmkatarrhe tiber- 
standen hatten. Auch bei Thieren wurde er bei gewissen Ab- 
scessen gefunden~ hier aber liberwiegend in der Form yon Diplo- 
coccen~ w~ihrend er sonst aueh in Rasen oder Ketten geordnet 
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angetroffen wird. Seine L~inge variirt zwisehen 1 bis 1"5/~ und 
die Breite zwischen 0" 5 his 0" 6/~. 

Auf Koch'scher  Fleischwasserpeptongelatine w~chst der 
Bacillus sehr gut und verflUssigt dieselbe nicht. Auf Agar und 
besonders zuckerhaltiger Agar ist sein Wachsthum ganz eharak- 
teristisch, dasselbe schreitet rasch vorwi~rts u n d e s  werden Gas- 
blasen gebildet, welche oft so gross und so zahlreich sind, 
dass die Agar in Reagenzgliisern theilweise in die HShe gehoben 
wird. Auch auf Kartoffeln gedeiht er ganz gut, nur bietet er da 
keine charakteristischenMerkmale dar. Auf allen ~hrbSden~ wo 
cr bis jctzt cultivirt wurde, entwickelte er hie cinch tiblen oder 
sonst eigenthi~mlichen Geruch. Der Bacillus ist ~iusserst be- 
weglich. Was seine F~rbung betrifft, so ist dieselbe ziemlieh 
schwierig, am besten gelingt sic noch mit alkalischer Methylen- 
blaul(isnng naeh L (i ffl  e r's Methode. 

Um allf~tllige Producte dieses Bacillus zu untersachen~ zUch- 
fete ich denselben vorerst in 5procentiger Fleischwasserpepton- 
gelatine, welcher noeh 5~ Traubenzucker beigegeben war. 
Bevor die Culturen in den Briitofen gestellt wurden, hatten sic 
mehrere Tage bei Zimmertemperatur gestanden und aueh da 
sehon zahlreiche Gasblasen erzeugt. Um das auf diese Weiss 
gebildete Gas zu untersuchen~ wurden Culturen in besouderen 
Kolben angelegt, deren Hals in eine nach nnten gebogene RShre 
ausgezogen war nnd welche seitlich ein kurzes Rohr angeschmol- 
zen hatten, um die Impfung zu erm(igliehen. 

Unmittelbar naeh der Inficirung wurde dieses seitliche Rohr 
zugesehmolzen. Um das gebildete Gas auszutreiben, brauehten 
die Kolben einfaeh erw~rmt zu werden. Dutch die Analyse 
wurde das Gas als Kohlensiiure erkannt. Die mittelst Baryt- 
hydraflSsung auf titrimetrisehem Wege bestimmte Menge der- 
selben zeigte an, dass 140"0g inficirte Gelatine, weleher nur 
2~ Traubenzucker beigegeben war, und welche nut drei Tage 
bei Zimmertemperatnr und zuletzt zw(ilf Stunden bei 32 ~ gestan- 
den hatte, 0" 0149 g reine CO 2 producirt hatte. 

Die Thatsache~ dass Strumitisculturen schon nach verhlilt- 
nissm~ssig kurzer Zeit deutlich eine saure Reaction zeigten, trotz- 
dem die bI~hrgelatine vor der Inficirung stets schwach alkalisch 
gemacht win'de, bewies die Bildung einer S~ure. Um dieselbe 
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einer Analyse unterwerfen zu Minnen~ wurden Culturen in ~ h r -  
gelatine angelegt, welche 5% Traubenzaeker enthielt. 5Iachdem 
dieselben einige Zeit im Brntofen gestanden hatten, warden sie 
folgendermassen verarbeitet. Die Masse wurde mit ein paar Tropfen 
Salzs~ure versetzt~ urn allF~tllig gebildete Salze zu zerlegen~ and 
so vie1 destillirtes Wasser hinzugeftigt~ bis sie flUssig wurde. Itier- 
auf wurde erwi~rmt~ filtrirt und mit Ather ausgezogen. Derselbe 
hinterliess naeh seinem Abduns.ten eine gelbliche FlUssigkeit~ 
welche nun mit iiberschtissigem Zinkoxyd gekoeht~ filtrirt and 
zur Krystaltisation eingeengt wurde. Die Krystalle zeigten~ unter 
dem Mikroskope betrachteg die fiir Zinklactat charakteristischen~ 
aus feinen Prismen bestehenden Krusten und Rosetten. Eine 
kleine Menge davon verbrannt~ entwickelte den fUr Zinklactat 
specifischen Geruch. ~ach ~ifterem Umkrystallisiren wurde der 
Krystallwassergehalt bestimmt~ welcher ergab~ dass bier die 
gew~hnliche G~hrungsmilchsiiure vorlag~ was auch durch die 
nachherige Zinkbestimmung best~tigt wurde. Dutch das mehr- 
malige Umkrystallisiren ging ein guter Theil des Lactates ver- 
loren, so dass die ans circa 1500.0g  Culturen gewonneneMenge 
Zinklactat schliesslich nur noch 0" 353 g betrug. 

Um die Milchsgure leichter and in griisserer Menge zu er- 
halten~ wurde ein Substrat combinirt~ yon dem zu hoffen wa 5 
dass es diesem Zwecke entsprechen wtirde. Dasselbe enthielt in 
100 c m  a Wasser 

0" 25 ~ Pepton 

0" 135 ~ NaCl und 

5"0 ~ Traubenzueker. 

Zur Bindung der entstandenen Siiure wurde noch Calcium- 
carbonat beigegeben, da bekanntlich fast alle Microben bei 
Gegenwart freier Sgure nicht weiter vegetiren k(innen, lqach- 
dem die sterilisirte FlUssigkeit geimpft war, wurde sie in den 
Brutofen gestellt, wo sich die Microben in diesem speciellen 
INi~hrmedium rasch vermehrten. Es entwickelten sieh reichlich 
Gasblasen and naeh acht Tagen war das Calcinmcarbonat vSllig 
geliist. Die Massen wurden hierauf nach dem oben ang'egebenen 
Verfahren verarbeitet. Der Ather hinterliess jedoch dieses Mal 
bei seinem Verdunsten neben einer @gen gelben F]iissigkeit 
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noch sehr schSn ausgebildete makroskopische Krystalle, welche 
eine schwach gclbe Farbe hatten und sauer schmeekten. Die- 
selben wurden abfiltrirt, umkrystallisirt und deren Schmelzpunkt 
bestimmt. Derselbe lag bei 180 ~ Auf dem Platinblech ver- 
brannt~ entwickclte die Substanz zu Husten reizende Dampfe und 
hinterliess keinen Rtickstand. Unter dem Mikroskope zeigten die 
Krystalle die fur Bernsteins~ure angezeigten monoklinen Prismen 
und Tafeln. Die Krystalle waren in ~It  3 leieht 15slich und eine 
neutralisirte L~sung gab mit Fe~G1 s einen rSthlichbraunen ~ieder- 
schlag yon bernsteinsaurem Eisenoxyd. Aus 1500"0 g lq~thrlSsung 
betrug die allein auf diese Weise mit Ather ausgezogene Menge 
Bernsteins~ure 1" 57 g. 

Das Filtrat, welches noch die Milchs~ure enthielt, wurde 
~:orerst yon der gelSsten Bernsteinsaure mittelst Eisenchlori4 
befreit, ttierauf wurde das Zinklactat dargestellt, welches 1"77 g 
betrug. 

Um die Wirkung dieses interessanten und erst in neuester 
Zeit entdeckten Bacillus auf Milch zu studiren~ wurde eine ge- 
wisse Quantit~t Milch mit Beobachtung aller nSthigen Cautelen 
w~ihrend acht Tagen sterilisirt, und naehdem dieselbe wahrend 
dieser Zeit ganz unverandert geblieben war, am neunten Tage 
inficirt. Um jeder T~uschung vorzubeugen, wurden endlieh einige, 
auf gleiche Weise sterilisirte, abet nicht geimpfte Kolben Milch 
mit den ersteren in den Veg'etationsapparat gestellt. Die Baeillen 
vermehrten sigh in diesem ~hrsubstrat ,  ohne dass sic jedoch die 
Milch zum Gerinnen brachten oder ihre Reaction veranderten~ 
aueh konnte kein auffallender Geruch bemerkt werden. 

II. ~ber  den Bacillus pyocyaneus. 

Dieser Microbe ist die Ursache der blauen oder auch griincn 
F~rbung des Eiters~ welche oft ganz pl(itzlich auftritt. Deutsche 
Bacteriologcn beschreiben ihn als ein kleines~ schlankes St~b- 
chen~ w~thrend ihn C r o o k s h a n k  als cinen Micrococcus er- 
withnt, ohne indesscn seine GrSsse anzugeben. In jtingeren Rein- 
culturen land ich ebenfaUs nut feine dUnne Bacillen~ wclche 
sehr beweglich und oft zu zwei oder drei aneinandergereiht sind. 
VorgenommeneMessungen haben erffeben, dass der durehschnitt- 
liehe L~ngsdurchmesser 3"2/~ und der Dickendurchmesser 0"8/~ 
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betr~gt. In zwei und drei Monate alten Gelatinecultm'en dagegen 
land ich wirklieh moleeularbeweglich% stark liehtbrechende 
Ktigelchen und einzelne St~bchen, welche letzteren an ihren 
beiden Enden etwas verdickt waren und an diesen Stellen eben- 
falls hellgliinzende~ scharf contourirte Gebilde enthielten~ die wohl 
nur als Sporen zu deuten sind. Auf frische Fleischpepton-Gelatine 
iiberimpft~ wachsen aus diesen Sporen in kurzer Zeit bewegliche 
St~tbchen aus. 

Das Pyocyanin hat bereits eine umfi~ngliche Literatur. - -  
Ausser den Arbeiten yon F o r d o s ,  ,Comptes rendus ~' t. LI 1859~ 
welcher zuerst den Fa~'bstoff krystallinisch erhielt~ und sp~iter yon 
G i r a r d  ~ ~Deutsehe Zeitsehrift fUr Chirurgie" 1876~ w~ren noch 
zu erw~hnen die Abhandlungen yon W a s s e r z u g ,  ,Annales de 
l'institut Pasteur ~' 1887 und yon Dr. Paul E r n s t  in der Zeit- 
schrift ftir Hygiene 1887, IL Band. 

lqichtsdestowentger ist Uber dis hi, here Zusammensetzung 
desselben noch sehr wenig bekannt. Da die Ausbeute an Farb- 
stoff aus Compressen und anderen VerbandstUcken nut eine sehr 
geringe war~ so beschloss ich, um einigermassen w~gbare Men- 
gen davon zu erhalten~ kiinstliche Culturen auf NKhrgelatine in 
gr(isserem Massstabe anzulegen. Die geimpfte Gelatine liess ich 
jeweilen 3- -4  Tage bei Zimmertemperatur und hierauf eine 
Woche lang bei 35 ~ im Thermostaten stehen. Sie wurde in 
wenigen Tagen verfltlssigt und hatte eine schiin grUne~ fiuore- 
scirende Farbe angenommen. Bisjetzt wurde immer angenommen~ 
dass die Farbstoffe des blauen und grtinen Eiters die n~mlichen 
seien. In der That konnten in diesen grUnen Culturen nach dem 
gleichen Verfahren~ welches G i r a r d  angegeben hatte, um die 
Farbstoffe des blauen Eiters zu isoliren, ebenfalls die beiden, in 
dem blauen Eiter enthaltenen K(irper~ n~mlich Pyocyanin und 
Pyoxanthose erhalten werden. Auch der fiir diesen Eiter speci- 
fische Geruch~ dem Weissdorn nicht un~thnlich~ war deutlieh 
bemerkbar. Allein nach der Isolirung tier beiden genannten 
Farbstoffe behielt die Fltissigkeit noch immer einen grUnen 
Schimmer~ und nach Zusatz yon ein paar Tropfen Ammoniak bot 
die beim durchfallenden Licht gelbe Fliissigkeit~ beim auffallen- 
den Licht einc prachtvolle grUne Fluorescenz dar~ ganz ~hnlieh 
dem Fiuorescin der PhtalsKure. Dieser fiuorescirende K(irper ist 
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nur in Wasser und Alkohol 15slich und wird dureh Kocheu nieht 
zerstSrt. Dutch *ther, Petrol~tther oder Amylalkohol l~sst er sich 
nieht ausziehen. Concentrirtere LSsungen davon lassen nur die 
rothen und griinen Liehtstrahlen durch, beim Verdiinnen hellt 
sich aber das ganze Spectrum auf, ohne dass bestimmte duukle 
Linien auftreten. An eine Reindarstellung dieses Farbstoffes ist 
wohl nicht zu denken, weil er nur in ganz minimalen Menge~ 
vorkommt. 

Um das Pyocyanin in reinem Zustande zu erhalten~ wurde 
die aus Chloroform auskrystallirte Base yon Neuem in wenig 
Chloroform geliJst, und diese Ltisung in alkoholfreien Ather 
hineiufiltrirt; dadm'ch f~tllt das Pyoeyanin fast vollst~ndig aus~ 
w~hrend die anhaftende Pyoxanthose (sammt den andern allfttl- 
ligen Verunrciniffungen) in dem Ather sich 15st. Das auf diese 
Weise erhaltene Pyocyanin ist durehaus nieht hygroskopiseh, wie 
das nach der Gir  a r d'schen Methode erhaltene Pri~parat. Trotz- 
dem ich tiber 6 Kilo N~hrltisung'en verarbeitet hatte, be/rug 
schliesslich die Ausbeute an Pyocyanin nur weaige Centigramm~ 
so dass ich zur Erleichterunff ftir spiitere Untersuchungen das 
Material nur zur qualitativen Prtifunff verwendet babe. Erhitzt 
man das auf obige Weise gereiuigte Pyocyanin mit metallischem 
Natrium~ so tritt zuerst ein der Pyoxanthose h hnlicher Geruch 
auf~ welcher bald durch einen an verbranntes Eiweiss erinnern- 
den Geruch verdriingt wird. Hiebei bildet sich ein gelbes Sub- 
limat. Die Schmelze wurde in Wasser geltist und ein Theil davon 
mit oxydhaltiger FerrosulfatlSsung erwitrmt und darauf Salz- 
s~ure hinzugegeben, worauf sog'teieh ein reichlicher Niedersehlag 
yon Berlinerblau gebildet wurde, weleher die Anwesenheit voa 
Stickstoff bewies. 

Ein anderer Theil der Ltisung wurde mit einigen Tropfert 
einer verdUnnten NitroprussidnatriumlSsung versetzt. Die fiil- 
Schwefel angezeigte violettrothe Farbe trat augenblicklich tin. 
Darnach W~l"e das Pyocyanin nicht allein stickstoff-, sondern 
auch schwefelhaltig, und die Feststellung seiner procentischen 
Zusammensetzung wird durch diesen Umstand noch complicirter. 

Nach einer Mittheilung yon L e d d e r h o s e  (Tageblatt der 
u deutscher Naturforscher inWiesbaden 1887 S.295) 
ist das Pyocyanin - -  zwei Kohlenwasserstoff-und zwei Stick- 
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stoffbestimmungen der prikrinsauren Verbindung zufolge - -  nach 
tier Formel C14I-I14N~0 (in dem Tageblatt ist wohl dureh einen 
Druekfehler C~4H14N~C angegcben) zusammengesetzt. Eine aus- 
fUhrlichere Mittheilung dariiber wird an anderer Stellc in Aus- 
sicht gestellt. Wird der Bacillus pyoeyaneus in 20/0 zuckerhalti- 
ger Gelatine cultivirt~ so nehmen die Culturen ebenfalls eine 
g'rtine Farbe an~ bilden dabei aber keine Gasblasen. Ist die Ver- 
fltissigung der zuckerhaltigen oder gewShnlichen N~hrgelatine 
schon sehr vorgeschritten~ so sinkt die Hauptmasse der gebilde- 
ten Bacterienwucherungen in dicken~ weisslichen und schleimigen 
F~iden zu Boden~ wiihrcnd die dartiber befindlichen Sehichten 
sieh entf~rben und nur anf der Oberfii~ehe noch eine grUne Zone 
bleibt. Schiittelt man abet solche Culturen mit Luft, so tritt die 
grtine Farbe augenblicklich wieder auf und bleibt auch w~thrend 
einiger Stunden. Aus diesem Verhalten l~sst sich schliessen~ 
dass das grUne Pigment htichst wahrscheinlich aus ciner chromo- 
genen~ yon den Bacterien gebildeten Substanz durch die Einwir- 
kung des Sauerstoffes der Luft producirt wird. Das Pigment 
selbst fehlt in den Zellen der Bacterien. Sammelt man die zu- 
sammengeballten Bacterienmassen ~tlterer Culturen~ so erschei- 
nen dieselben rein weiss und es lasst sich keinFarbstoff aus ihnen 
darstellen. 

In Gelatineculturen versehwindet die g'riine Farbe bei Zim- 
mertemperatur allm~tlig nach zehn bis fUnfzehn Wochen und 
macht einem dunklen rothbraunen Farbenton Platz. Der sloeci- 
fische Geruch ist in solchen Culturen v~illig verschwunden und 
die Reaction stark alkalisch~ ohne dass ein besonderer Geruch 
bemerkbar w~re. SchUttclt man mit Chloroform aus~ so nimmt 
dasselbe keine Farbstoffe mchr auf~ dieselben scheinen vtillig 
zersetzt zu sein. Eine Uberimpfung mit solchen ganz rothbraun 
gewordenen Culturen gelingt nicht mehr. Agarculturen dagegen 
behalten die griine Farbe bedeutend li~nger. 

In der beim Bacillus strtlinitis angegebenen Zucker-Pepton- 
N~hrlSsung wachsen die Bacillen ganz gut~ das Substrat bleibt 
aber vSllig farblos. Die Eigenschaft, Farbstoff zu produciren~ hubert 
abet solche Bacillcn nicht fUr die Dauer eingebUsst. Bringt man 
sie in ein der Farbstoffbildung gUnstiges Medium~ wie Gelatine 
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oder Agar~ so tritt die chromogene Function in wenigen Stunden 
wieder ein. 

Die welter unten zu erwahnende Pancreasnahrliisung ist eirr 
ganz guter N~hrboden~ sowohl flir das Wachsthum dieser Bac- 
terien~ als auch ftir die Farbstoffbildung. 

In sterilisirter Milch ruff der Bacillus pyocyaneus sehon am 
zweiten Tage eine gelblieh grtine Farbe hervor, welche intensiv 
griin wird~ sobald man ein paar Tropfen Ammoniak zusetzt. 

I I I .  ~ber  das Bacterium phosphorescens. 

Eine Reincultur dieses photogenen Microben wurde mir yon 
Professor Li ch the im gtitigst Ubermacht und ich stellte mir die 
Aufgab% einigcn Aufschluss tiber das Wesen dieses Sehizomy- 
ceten zu erhalten~ und wo miiglich das leuchtende Prineip n~iher 
zu untersuchen. 

In der Literatur finder sich schon 1830 eine Abhandlung 
yon Miehael is~ ,/,Jber die Phosphorescenz der Nordsee" un4 
in Gilb. Ann. 1861 gibt T u c k e y  an, dass eine ,schleimartige 
organische Substanz" die Ursache des Meerleuchtens sei. 1875 
machte PflUger Mittheilungen ~Uber die Phosphorescenz leben- 
der Organismen" und Nt lesch ,  ,Uber phosphorescirendes 
Fleiseh" Gaea 1877. Ferner beschreibt L a s s a r  ,Die phospho- 
rescirenden Micrococcen", PflUg. Arch. XXI. 1880~ und NU e s eh~ 
,Die leuchtenden Baeterien" 1885. Ludwig'  liefert in seiner 
Publication ,Die bisherigen Untersuchungen tiber photogene 
Bacterien", Centralblatt flit Bacteriologic 1877 den Beweis, dass 
es verschiedene leuchtende Bacterien gibt~ und Fisehe  B Cen- 
tralblatt fur Bacteriologic 1888~ beriehtet: ,Uber einen neuen 
lichtentwiekelnden Baeillus"~ den er im westindisehen Ocean 
angetroffen hat. Eine ganz kurze Darsfellung der wichtigstcn 
Thatsachen der neueren Forschungen auf diesem Gebiete findet 
sich in der ,:Revue critique des baet6ries phosphorescentes ~ 
Annales P a s t e u r  1887. 

Wie es jetzt feststeht~ lassen sich die photogenen Bacterien 
schon zum Theil dureh die Farbe ihres Leuchtens unterscheiden. 
So ist das Licht des Bacterium PflUgeri weiss~ dasjenige des 
Bacillus phosphorescens F i scher i  bl~ulich~ wahrend das Licht 
des Bacterium phosphorescens entschieden einen griinliehen 
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Farbenton hat. Einigs dieser ~[icrobcn verflUssigen die Gelatine, 
andere nicht. Zn diesen letzteren g.ehiirt aueh das Bacterium 
phosphoresecns. Dasselbe bildet cig'cntliche Kurzsti~bchen; der 
eine Durehmesser der Zellen tibertrifft den andern nut nmWeni- 

J 

ges~ so dass man auf den ersten Blick glauben kSnnte, Kokken 
vor sich zu haben, bei genauer Einstellung sieht man aber~ dass 
.die Zellen nicht isodiametrisch s~nd. ~ach meinen Messungen 
bstr~tgt dsr l~ngere Durchmesssr 1"3 bis 1"9 p., dcr ktirzsre 
1.1 bis 1" 7 ~. Dis einzslncn Indlvidusn sind yon einer deutlich 
wahrnehmbaren Zoogloeahtille Umg'ebsn und beweglieh. Sis 
bilden keine l~ngsren Verb~inde~ sind aber nieht selten zu zweien 
~erbunden. Es gelang mir, sie naeh der Gramm'schen Methode 
~nd noeh besser mit Z i e hl'schsr LSsung - -  Erw~rmen des Deck- 
glases auf dem Wasserl~ade 5 Minuten lung in der L~isung und 
nachheriges Entf~irben mit Alkohol - -  zu farben. Um einigen Auf- 
schluss tiber das Wesen disses Microben zu erhalten und wo 
mSglich die leuchtende Substanz zu isoliren~ legts icb zuerst 
Culturen in Fleischwasserpsptongelatine an. Bei Zimmertemps- 
ratnr beginnt das Wachsthum bei Stichculturen am zweiten oder 
dritten Tage siehtbar zu werden~ indem sich an der Oberfl~tche 
yore Stieh aus eine weisse dUnne Haut bildet, die sich nur 
langsam ausbrcitet and im Dunksln lenchtet. L~ings des Impf- 
stiches ist das Waehsthum kaum zu bemerken~ falls nicht zufi~llig 
eins dicke Impfnadel einsn Kaual gebildet bat, der mit der 
Atmosphiire communicirt, in welchem Falle sich auch l~tngs des 
Kanals ein weisser Ubsrzug bildet. Dieses aussehliesslichs Ober- 
fiiichenwachsthum bsweist deutlich, dass das Bacterium zu den 
Asroben gehSrt. 

Erwlirmt man eine Cultur in der hohlen Hand bis die Gela- 
tine sehmilzt und die Bactel'ieu zu Bodsn fallen, so h~irt allss 
Leuehten auf, w~hrend die Baeterien noeh lebensfiihig bleiben 
and, auf neus lqfihrmedien tibertragsn~ dort wieder leuchten. Es 
:scheint somit das LenehtvermSgen vom fi'eien Zutritt des Saner- 
stoffes abh~ngig zu sein. 

Auf Gelatine mit 2% Traubenzueker w~chst dieser Microbe 
ebenfalls, lenchtet und bildet kleine Gasblasen. 

Auf Gelatins cultivirt, bleibt das Bacterium phosphorescens 
monatelang" lebsnsfiihig und sogar 3 Monate alte Culturen lsueh- 
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ten noeh ganz deutlich. Da wie vorhin angedeutet, das Wachs- 
thum auf Gelatine ziemlieh besehriinkt ist, so versuehte ieh, eirr 
diesem Bacterium wahrscheinlieh besser zusagendes Substrat 
herzustellen, indem ich durch AnflSsen des k~ufliehen Meersalzes 
in desti]lirtem Wasser 2-, 3- und 4procentige MeersalzlSsungen 
unter Zusatz yon je 1/4Procent Pepton herstellte und dieselben iIr 
gewohnter Weise sterilisirte, Solche LSsungen reagiren vi~llig 
neutral, wie tiberhaupt alkalische Reaction des Niihrsubstrates,. 
z. B. der Gelatins, durehaus nicht nothwendig ist. Ieh libertrug 
nun Microben yon der Gelatine in diese LSsungen und liess die 
Kolben bei Zimmertemperatur stchen. Nach 20 Stunden mikro- 
skopirte ieh und land zu meinem Erstaunen, dass in diesem 
~iihrmedium, we die Baeterien nach allen Seiten ungehindert 
und nnbeschriinkt wachsen konnten, die einges~iten kokken~thn- 
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lichen Gebilde zu dlcken St~ibchen ausgewachsen waren, welcho. 
meist in der Zweitheilnng begriffen waren und sich lebhaft be- 
wegten. Die durchschnittliche L~nge dieser Sti~bchen betr~igt 2 
bis 2.9 ~, ihre Dicke 0" 9 bis 1" 2 ~. Die Eigensehaft auf eini- 
gen Substraten in rundlicher Form und in anderen, wo sie sick 
frei bewegen k~innen, als Stiibchen zu wachsen, ist Ubrigens z. B. 
auch den Fr i  e dliin de r 'schen Pneumoniekokken eigen. 

Alle Meerwasserculturen und besonders die 3- und 4procen- 
gen, leuchteten schon am Tage nach ihrer Aussaat ganz deutlieh~. 
und nach 3 Tagen war das Leuchten so stark, dass die Zeiger 
einer Taschenuhr sammt dem Secundenzeiger ganz deutlich ab- 
gelesen werden konnten, sobald man dieselbe in die N~he eines. 
Kolbens braehte. 

Das Licht ist bedeutend intensiver als dasjenige aller mir 
bekannten phosphoreseirenden unorganischen Ktirper. Sogar die 
Lichtst~irke einer L~isung yon Lophin in Amylalkohol unter  
Zusatz yon caustischem Kali erreieht bei weitem nicht diejenige- 
soleher Culturen. Beim Schtitteln nimmt die Lichtstiirke ganz 
bedeutend zu, weil dadnrch der Sauerstoff der Luft direct mit: 
den unteren Schichten in Beri~hrung kommt. Als beim SehUtteln 
einmal ein Wattepfropf bcnetzt wurde, leuchtete derselbe eben- 
falls ftlr mehrere Tage. Auf 0 ~ abgekUhlt, nimmt das Leuchtungs- 
vermi3gen nur ganz wenig ab; erw~irmt man w~hrend weniger- 
Augenblicke auf 35 ~ so verschwindet alles Leuchten, kehrt abet  
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~beim AbkUhlen wieder, dauert jedoch das Erw~rmen auf 35 ~ 
etwa eine Viertelstunde, so bUssen dig Culturen ihr Leueht- 
verm~gen dauernd ein. 

1V[acht man yon einer leuehtenden Meerwassereultm' einen 
~h~ngenden Tropfen ~' und betraehtet denselben bei v511igerDun- 
kelheit unter dem Mikroskope, so ist das Licht der einzelnen 
Bacterien nieht stark genug', um wahrgenommen zu werden, hin- 
gegen sieht man das Leuehten des ganzen Tropfens so deutlich, 
class man die R~nder desselben sehr gut wahrnehmen kann~ 
wenn man das Pr@arat auf dem Objecttische versehiebt. 

l~ach 2 bis 3 Wochen verlieren die Culturen ihre Leucht- 
kraft allm~lig~ indem sic eine gelbe Trtibung erleiden, ohne dass 
die neutrale Reaction sieh ver~ndert oder ein Gerueh sieh be- 
merkbar macht, l'~aeh mehreren Woehen h~rt das Leuchten ganz 
~auf, ohne dass die Bacterien absterben. 

Das Leuchtverm~gen des Bacterium phosphoreseens ist yon 
einer vorausgegangenen Insolation v@ig unabhKngig~ indem 
Culturen~ welche ieh soffleich nach der Impfung im Dunkeln ge- 
halten hatte, ebenso stark leuchteten wie solehe, welche dem 
"Tageslieht ausffesetzt gewesen waren. 

SchUttelt man leuehtende Meerwassereulturen mit Ather, 
Alkohol~ Amylalkohol, Benzol oder Chloroform~ so verschwindet 
das Leuchten augenblicklich, sowie auch beim Mischen mit ver- 
dtinnten S~uren~ wie: Essigs/~ure~ Salzsaure oder Schwefels~ure. 
Bringt man MandelS1 zu den erw~hnten Culturen und sehUttelt, 
~so erleidet das Leuchten keinen Abbruch, aueh kleine Quanfi- 
t~ten einer schwaehen Natriumearbonatl~sung' bewirken keine 
Yeranderung, wahrend durch Zusatz einer concentrirten L~sung 
~das Leuchten ebenfalls verschwindet. Es muss somit alas Leuch- 
ten des Bact. phosphorescens ein vi~aler Process sein, da alle 
Reagentien, welehe das Zellprotoplasma tSdten, auch zugleieh 
.das Leuehten vernichten. Der leuehtende Stoff l~tst sich demnaeh 
nieht isoliren. 

Ieh versuchte auch dieses halophile Bacterium in anderen 
SalzlSsungen zu eultiviren. Zu diesem Zweeke bereitete ieh 
3proeentige L~sungen yon Chlornatrium, yon Magnesiumsulfat 
und yon lqatriumsulfat~ welche noeh jeweilen ~/4 Proeent Pepton 
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enthielten. In allen drei Substraten wuchs der Pilz gut und die- 
pr~tchtige Phosphorescenzerscheinung trat auch hier ein. 

Wenn die Reinheit der Culturen nicht in Betracht kommt 
und man nut das Leuchten haben will~ so ist es nicht einmal: 
nothwendig, die Salzl(isungen zu sterilisiren~ sobald sich aber 
die Fiiulniss des Peptons bemerkbar macht~ verschwindet das 
Leuchten. 

Impfungen auf Urin gelangen mir ebenfalls, dagegen kommt 
das Bacterium in sterilisirtem Quellwasser nicht fort. 

Sterilisirte Milch infieirte ich mit Erfolg mit Stabchen aus 
einer Meerwassereultur. Wegen ihrer Undurehsiehtigkeit leuch- 
tete sie aber bei weitem nicht so intensiv wie die Salzliisungen. 
Unter dem Mikroskope sah ich ausschliesslich rundliche Formen 
des Microben sich zwischen den Milehktigelchen bewegen~ als 
ich aber davon in kiinstliehes Meerwasser auss~et% wuchsen sic 
wieder zu St~bchen aus. 

IV. Zur Kenntniss des Ko ch'schen Kommabacillus. 

Der unzweifelhafte Erreger der Cholera asiatica ist heutzu- 
rage sogar dem grossen Publicum unter dem :Namen Ko ch'scher 
Kommabacillus beka~ant. Dass diese Bacillen nicht als solche die 
gefUrchteten Zust~nde im menschlichen Organismus hervorrufen, 
wie z. B. dieTuberkelbacillen~ sondern dass sie toxisch wirkende 
Stoffe produciren, ist wohl mit Bestimmtheit anzunehmen. Auf 
peptonhaltiger Bouillon und in ~i~hrgelatine rufen die Cholera- 
bacillen solche chemisehe u horror, wie sic his jetzt noch 
yon keinen andcrn Bacterien beobaehtet worden sind~ und welche ~ 
in neuerer Zeit yon Bujwid zu einer Cholerareaction benutzt 
worden und sogar zur Diagnose empfohlen wurden. 

Trotz der zahlreichen Versuch% die toxisehen Stoffe zu iso- 
liren~ sind his jetzt noch keine sicheren Resultate darUber bekannt. 
Ohne Zweifel tibt auch die Verschiedenheit der ~thrsubstrate einea 
sehr grossen Einfiuss auf die Bildung der PtomaYne aus. Um 
eine reichlichere Production toxischer Stoffwechselproducte zu 
erhalten~ glaubte ich ein :N~hrsubstrat herstellen zu mUssen~ 
welches dem yon den Bacillen im menschlichen Organismus 
bevorzugten ~ h r b o d e n  am n~chsten steht. ~un ist es aber er- 
wiesen, dass bei Cholera asiatica der DUnndarm, und zwar die 
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untere Hiilfte, der eigentliche Mittelpunkt der pathologisehen 
Vorgiinge ist, und bei Choleraleiehen soll sich der Diinndarm- 
inhalt sehr oft nahezn als Reincultm" yon Kommabacillen er- 
weisen. Die gew~ihnlichen N~hrmedien, wie Fleischbrei, Bouillon 
oder Fleichwasserpeptongetatine waren nicht zweekentsprechend 
und ich bereitete desshalb eine ~thrfltissigkeit, welche dem 
Diinndarminhalt ziemlich nahe komm L u n d  welche mit einigen 
Abiinderungen nach einerVorschrift hergestellt war, welche Herr 
Prof. N e n c k i  in seiner Schrift ,Uber die Zersetzung der Gela- 
tine und des Eiweisses bei der F~ulniss mit Pancreas" mittheilt. 
Das u war folgendes: 300g trockenes Serumeiweiss 
und vier frische, rein zerhaekte OchsenpauereasdrUsen wurden 
mit 6 1 Wasser bei Bruttemperatur w~thrend 16 Stunden stehen 
gelassen. Hierauf wurde die Masse mit Essigs~ure schwach an- 
gesliuert, erwiirmt und dutch ein Tuch colirt. Die Fliissigkeit 
wurde nun mit Natriumcarbonat schwaeh alkalisch gemacht, 
filtrirt und in gewohnter Weise sterilisirt. Eine solche Ni~hrfiUssig- 
keit riecht dem Diinndarminhalt sehr i~hnlieh und ist fast farblos~ 
so dass man das Wachsen yon Bacterien sehr leicht wahrnehmen 
kann. Die Cholerabacillen waehsen darin sehr raseh und trtiben 
die klare FlUssigkeit schon nach wenigen Stunden. Mit solchen 
Culturen gelingt auch die Cholerareaetion sehr gut. Aber auch 
anderen Bacterien, wie z. B. den Typhusbaeillen scheint dieser 
~ h r b o d e n  sehr zu behagen. 

Urn auf Choleraptoma~ne prtifen zu k~nnen, inficirte ich 3 l 
dieser Pancreasfltissigkeit mit Kommabacillen, liess dieselben 
wKhrend drei Tagen bei 35 ~ stehen und verarbeitete sie hernach 
naeh der yon B r i e g e r  in seinen ,,Untersuchungen i~ber Pto- 
maYne IlL Theil" angegebenen Methode. Die Culturen wurden 
n~mlieh mit Salzs~iure ganz schwach anges~uert and aufgekoeht. 
Alsdann wurde filtrirt, d as Filtrat auf demWasserbade zur Syrup- 
consistenz abgedampft und mit 95~ Alkohol aufgenommen. 
Yon den niedergeschlagenen Bestandtheilen win'de abfiltrirt, zum 
Syrup eingedampff und wieder mitAlkohol aufgenommen. Diese 
Procedur wurde noeh einmal wiederholt und der Anszug mit 
alkoholiseher Queeksilberchloridl(isung gef~llt. Der ~Tiederschlag 
wurde in Wasser aufgenommen~ dutch Schwefelwasserstoff zer- 
setzt, das Sehwefelqueeksilber abfiltrirt und das Filtrat dureh 
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Soda soweit abgestumpft', bis es nur noch ganz schwach sauer 
reagirte. Darauf wurde eingedampft und mit absolutem Alkohol 
erschSpft. Der Aikohol win'de verjagt, der RUckstand nochmals 
mit absolutem Aikohol aufgGnommen und mit einer alkoholischen 
L(isung yon Ph~inchlorid ausg'ef~llt. Der Niederschlag war yon 
orangegelber Farbe und krystallinisch. Er wurde aus heissem 
Wasser zweimal umkrystallisirt. Ein kleiner Theft des Platin- 
salzes, das aber keineswegs homogen war, und das jedenfalls 
aus einem Gemenge mindestens zweier Salze bestand~ wurde 
dutch Schwefelwasserstoff yore Platin befreit, dig fi'Gie Salzsi~ure 
mit Natriumcarbonat sorgf~ltig abgestumpft, eingedampft und 
der RUckstand mit absolutem Alkohol ausgezogen. Nachdem der 
Alkohol verj~gt war, wurde 0"01 g des RUckstandes einem Frosch 
subcutan injicirt. Derselbe zeigte aber keine anormalen Sym- 
ptome. Die gleiche Quantit~tt einer Maus injicirt, bewirkte bei 
derselbGn sehon nach 5 Minuten L~hmungserscheinungen, welche 
bald zunahmen, lqach einer Stunde 1eg'te sich das Thier auf den 
Bauch und war night mehr fiihig, sich fortzubewegen. Nach 
zwei Stunden trat der Tod Gin. 

Einem Kaninchen, das 1100 g wog, wurden O'02g der 
n~imlichen Substanz injieirt. :Nach zwei Stunden bek~m dasselbe 
heftigen Speichelfluss~ wurde sehr triige und es trat profuse 
Diarrhoe Gin. Spi~ter erholte sich das Thief wieder und blieb 
dauernd gesund. 

~aehdem also dutch Thierversuche die Gegenwart eines 
giftigen PtomaYnes erwiesen wurde: .suchte ich dutch wiederholte 
Krystallisation des Gemisches Gin homogenes Salz darzustellen. 
Dies gelang mir insofern, als der in Wasser am schwersten Ris- 
liehe Theil der ChloroplatinatG nach dreimaligem Umkrystallisiren 
ein homog'enes, in rhombischen Bli~ttehen krystallisirendes Salz 
liefGrte. Das lufttrockGne Salz verlor bei 100--105 ~ niehts an 
Gewieht und ergab bei der Verbrennung folgende Resultate: 

O. 2238 g tier Substanz ergaben 

CO~ . . . . .  0" 0800 g 

H~O . . . . .  0" 0600 g 

0" 224 g hinterliesseu beim GlUhen 0" 0876 g Platin - -  39"1 ~ 
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Zu einer Stickstoffbestimmung reichte die ilbrige Menge 
nicht mehr aus. Der Rest~ 0" 12 g wurde mit Schwefelwasserstoff 
zersetzt und das Chlorid einem Meerschweinchen subcutan in- 
jicirt. Es traten jedoch keine toxischen Erscheinungen auf. Der 
giftige Kiirper muss demnaeh in dem in Wasser leichter 15s- 
lichen Antheil dcr Ch]oroplatinatc enthalten sein. 

Aus der procentischen Zusammensetzung des analysirten 
Salzes berechnet sich die Formel (C~HsN)2 , 2HCI PtC14. Eine 
Base yon der Zusammensetzung C2H~N , als Fi~ulnissproduct 
thierischer Gewebe, ist bereits seit l~ingerer Zeit bekannt. 

S c h r e i n e r  beobaehtete im Sputum, im menschlichen 
Sperma~ sowie auf anatomischen, in Alkohol aufbewahrten Prii- 
paraten~ die durch ihre gyps~ihnliche Krys ta l l form-  Combina- 
tion yon prismatiscben nnd pyramidalen Formen - -  ausgezeieh- 
nete Substanz, und stellte dutch Analysen lest, dass die Kry- 
stalle das phosphorsaure Salz der Base C~HsN waren. 

Von S c h r e i n e r  wurde keine Formel ftir das phosphor- 
saure Salz aufgestellt. Aus der Analyse yon S c h r c i n e r  liisst 
sich fur das wasserhaltige Salz die Formel 

PO~H3(C2HsN)~ + 4H~O 

bereehnen. Bei 100 ~ getrockne b verliert das Salz 3 MolecUle 
Krystallwasscr, 

Berechnet 

21.09 % 

und verlangt dann cinen Gehalt yon 

15.3O/o P 
und 

und 

Gefunden 

21.15% 

13"86% N. 

S e b r e i n e r  fand in dem bei 100 ~ getrockneten Salze 

15"3 ~ P 

14" 03 ~ N. 

In einer soeben erschienenen Mittheilung (Beriehte d. deut- 
schen cbemischen Gesellschaft XXI. Jahrg. Nr. 4, 1888) haben 
L a d e n b u r g  und Abel  constatirt, dass ,eine kleine Probe des 
yon S c h r e i n e r  analysirten Priiparates auf dem Platinblech 
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verbrannt, einen deutlichen anorganisehen Rtickstand hinterliess~ 
der aus phosphorsaurem Kalk bestand. ~' Darauf bin vermutheten 
die beiden Autoren, dass das S e h r e i n e r ' s e h e  Salz ein Doppel- 
salz yon der Formel 

(C~H~IqH)~ PO 4 

(C2HsNH) ~ Ca PO~ sei. 

Eine solche Formel wUrde 9" 85 ~ Ca verlangen, respective 
beim u tiber 250/0 phosphorsauren Kalk zurtieklassen 
mtissen. Dass eine so grosse Menge phosphorsauren Kalkes tiber- 
sehen worden w~re, ist kaum anzunehmen. Aueh die Ubrigen 
Eigenschaften des kiinstliehen Athylenimins stimmen nicht mit 
den Eigenschaften der Seh re ine r ' s ehen  und der yon mir aus 
Choleraculturen erhaltenen Base tiberein. So ist das yon mir 
crhaltene Platinsalz, wenn auch wenig, so doch inWasser 15slich 
und wurde durch Umkrystallisiren aus heissem Wasser rein 
dargestellt. 

Das Chloroplatinat der Base yon L a d e n b u r g  und Abe l  
dagegen ist in Wasser ganz unlSslich. Auch vermisse ieh leider 
in den Mittheilungen yon L a d e n b u r g  und Abe l  die Bcschrei- 
bung des phosphorsauren Salzes ihres Atbylenimins~ was doch 
ein Hauptkriterium der Versehiedenheit oder Identitiit der bei- 
den Basen ist. 

Dieses Salz war tibrigens schon lange vorher unter dem 
•amen ,C ha r  c o t 'scheKrystalle" bekannt und es ist einVerdienst 
S c h re in  e r's, die Identitlit dieser Krystalle mit der yon ihm ana- 
lysirten Base feslgestellt zu hubert. Ausser der Krystallform des 
phosphorsauren Salzes wird yon S e h r e i n e r  als eharakteristiseh 
ftir die Verbindung angegeben, dass Salze der Base mit Magne- 
sium bebandelt~ intensiv den Geruch nach frischem mensehlichem 
Sperma verbreiten. Ganz die gleiche Erseheinung babe ich auch 
bei Zusatz yon :Nalronlauge zu dem yon mir analysirten Chloro- 
platinate beobachtet. Es trat auch bier ein intensiver Geruch 
nach mensehlichem Sperma auf. Als ich eine coneentrirte Liisung 
des salzsauren Salzes mit ~atriumphosphat und Ammoniak ver- 
setzte, erhielt ich Krystalle yon der gleichen pfismatisehen Form 
wit  sie yon S c h e i n e r  in den Annalen der Chemi% Bd. CXCIV~ 
S. 76~ abgebildet wurden. Die S e h r e i n e r ' s e h e  Base unter dem 
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~amen Spermin oder Spermatin bekannt, ist entweder Athylen- 

C H ~ N H  oder Athylidenimid CHa-- CH--  NH. Die yon imid C H ~ /  

mir erhaltenen Zahlen entspreehen der obigen Formel folgender- 
m ~ s s e l l :  

Gefunden Berechnet 

C . . . .  9"77 C . . . .  9"65 
H . . . .  2" 53 H . . . .  2" 61 
Pt . . .  39" 10 Pt . . . .  39" 56. 

Zu bemerken w~ire noeh, dass B r i e g e r  aus faulem Fleisch 
das giftig wirkende Athylidendiamin CHa--CH = (NH2) ~ erhal- 
ten hat. Immerhin ist es yon Interesse, dass dureh Kommabacillen 
das Spermin gebfldet wird. Ich setze iibrigens die Untersuehung 
weiter fort, namentlich in der Absicht, die zweite toxiseh wir- 
kende Base, deren Salz in Wasser leichter liisllch ist~ zu isoliren. 

Um zu erfahren, ob das Spermin yon den Cholerabacillen 
produeirt worden oder schon in der PancreasnahrlSsung vorhan- 
den gewesen sei, wurde ein Parallelversuch gemacht. Die oben 
angegebenen Mengen Eiweiss und Wasser wurden mit Pancreas- 
drUsen, welche 24 Stunden bei Zimmertemperatur gestanden 
hatten~ wiihrend 16 Stunden bei 35 ~ digerirt und hernach in der 
gleiehen Weise behandelt wie die Choleraeulturen. In dem Pla- 
tinniedersehlag war jedoch kein Spermin nachzuweisen, so dass 
dasselbe yon den Cholerabacillen gebildet worden sein muss. 

Da die Kommabacillen in Milch cultivirt alas Casel'n in sehr 
kurzer Zeit abseheiden, so versuehte ieh dieselben in der beim 
Strumitisbacillus angegebenen ZuekerpeptonlSsung zu ziichten, 
um auf gebildete Milchsiiure zu prtifen. Aueh infieirte ich Pan- 
creasniihrlSsungen, welchen 5% Traubenzueker uud Calcium- 
carbonat beigegeben war. Aber in keinem Falle war Milchsi~ure 
gebfldet worden, hingegen erhielt ich in geringen Mengen Bern- 
steinsi~ure, die ieh dutch Sehmelzpunktbestimmung und Darstel- 
lung des Eisensalzes identifieirte. 
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