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Bacteriologisch - chemische Untersuchungen einiger
Spaltpilzarten

von

James Kunz.
Aus dem med.-chem. Laboratorium des Prof. M. Nencki in Bern.

(Vorgelegt in der Sitzung am 12. April 1888.)

Die Bacteriologie, die jiingste Schopfung der medicinischen
Forschung, hat nicht nur bei Medicinern die grosste Aufmerksam-
keit erregt, sondern sie diirfte auch das wachsende Interesse der
Botaniker und Chemiker immer mehr in Anspruch nebmen. Es
war mir daher sehr willkommen, von Herrn Professor Nencki
veranlasst zu werden, die vorliegenden Arbeiten auszufiihren.

Die Reinculturen des Bacillus strumitis sowie des griinen
Eiters wurden mir von Herrn Dr. Tavel, dem Entdecker des
ersteren, bereitwilligst zur Verfligung gestellt. Den Bacillus der
Cholera asiatica erhielt ich von Herrn Professor Brieger in
Berlin durch die giitige Vermittlung des Herrn Professor Nencki.
Den leuchtenden Microben endlich erhielt ich von Herrn Prof.
Lichtheim.

Zu bemerken ist noch, dass alle Culturen vor ihrer Ver-
arbeitung mittelst des von Petri abgedinderten Koch’schen
Plattenverfahrens auf ihre Reinheit gepriift wurden.

1. Uber den Bacillus strumitis Tavel.

Nach den p.ers‘dnliehen Mittheilungen des Entdeckers, Dr.
Tavel in Bern, wurde dieser Bacillus bei zwei Strumitiden in
der Punctionsfliissigkeit der Struma cystica gefunden, und beide
Male betraf es Leute, die heftige febrile Darmkatarrhe iiber-
standen hatten. Auch bei Thieren wurde er bei gewissen Ab-
scessen gefunden, hier aber tiberwiegend in der Form von Diplo-
cocecen, wihrend er sonst auch in Rasen oder Ketten geordnet
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angetroffen wird. Seine Linge variirt zwischen 1 bis 15y und
die Breite zwischen 0-5 bis 06 p.

Auf Koch’scher Fleischwasserpeptongelatine wichst der
Bacillus sehr gut und verfliissigt dieselbe nicht. Auf Agar und
besonders zuckerhaltiger Agar ist sein Wachsthum ganz charak-
teristisch, dasselbe schreitet rasch vorwdrts und es werden Gas-
blasen gebildet, welche oft so gross und so zahlreich sind,
dass die Agar in Reagenzglisern theilweise in die Hohe gehoben
wird. Auch auf Kartoffeln gedeiht er ganz gut, nur bietet er da
keine charakteristischen Merkmale dar. Auf allen Nihrboden, wo
er bis jetzt cultivirt wurde, entwickelte er nie einen iiblen oder
sonst eigenthiimlichen Geruch. Der Bacillus ist Husserst be-
weglich. Was seine Fidrbung betrifft, so ist dieselbe ziemlich
schwierig, am besten gelingt sie noch mit alkalischer Methylen-
blaulsung nach Léffler’s Methode.

Um allfillige Producte dieses Bacillus zu untersuchen, ziich-
tete ich denselben vorerst in Bprocentiger Fleischwasserpepton-
gelatine, welcher noch 5%, Traubenzucker beigegeben war.
Bevor die Culturen in den Briitofen gestellt wurden, hatten sie
mehrere Tage bei Zimmertemperatur gestanden und auch da
schon zahlreiche Gasblasen erzeugt. Um das auf diese Weise
gebildete Gas zu untersuchen, wurden Culturen in besonderen
Kolben angelegt, deren Hals in eine nach unten gebogene Rohre
ausgezogen war und welche seitlich ein kurzes Rohr angeschmol-
zen hatten, um die Impfung zu ermoglichen.

Unmittelbar nach der Inficirung warde dieses seitliche Rohr
zugeschmolzen. Um das gebildete Gas auszutreiben, brauchten
die Kolben einfach erwirmt zm werden, Durch die Analyse
wurde das Gas als Kohlensdure erkannt. Die mittelst Baryt-
hydratlosung auf titrimetrischem Wege bestimmte Menge der-
selben zeigte an, dass 140-0g inficirte Gelatine, welcher nur
2°/, Traubenzucker beigegeben war, und welche nur drei Tage
bei Zimmertemperatur und zuletzt zwolf Stunden bei 32° gestan-
den hatte, 0- 0149 ¢ reine CO, producirt hatte.

Die Thatsache, dass Strumitisculturen schon nach verhilt-
nissmissig kurzer Zeit deutlich eine saure Reaction zeigten, trotz-
dem die Nihrgelatine vor der Inficirung stets schwach alkalisch
gemacht wurde, bewies die Bildung einer Saure. Um dieselbe
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einer Analyse unterwerfen zu kénnen, wurden Culturen in Nihr-
gelatine angelegt, welche 5°/) Traubenzacker enthielt. Nachdem
dieselben einige Zeit im Brutofen gestanden hatten, wurden sie
folgendermassen verarbeitet. Die Masse wurde mit ein paar Tropfen
Salzstiure versetzt, um allfillig gebildete Salze zu zerlegen, und
so vi€l destillirtes Wasser hinzugefiigt, bis sie fliissig wurde. Hier-
auf wurde erwirmt, filtrirt und mit Ather ausgezogen. Derselbe
hinterliess nach seinem Abdunsien eine gelbliche Fliissigkeit,
welche nun mit iiberschiissigem Zinkoxyd gekocht, filtrirt und
zur Krystallisation eingeengt wurde. Die Krystalle zeigten, unter
dem Mikroskope betrachtet, die fiir Zinklactat charakteristischen,
aus feinen Prismen bestehenden Krusten und Rosetten. Eine
kleine Menge davon verbrannt, entwickelte den fiir Zinklactat
specifischen Geruch. Nach ofterem Umkrystallisiren wurde der
Krystallwassergehalt bestimmt, welcher ergab, dass hier die
gewohnliche Gahrungsmilchsdure vorlag, was auch durch die
nachherige Zinkbestimmung bestéitigt wurde. Durch das mehr-
malige Umkrystallisiren ging ein guter Theil des Lactates ver-
loren, so dass die aus cirea 1500-0 ¢ Culturen gewonnene Menge
Zinklactat schliesslich nur noch 0-353 ¢ betrug.

Um die Milehsdure leichter und in grosserer Menge zu er-
Lialten, wurde ein Substrat combinirt, von dem zu hoffen war,
dass es diesem Zwecke entsprechen wiirde. Dasselbe enthielt in
100 em® Wasser

0-25 %, Pepton
0-135 %, NaCl und
5:0 9, Traubenzucker.

Zur Bindung der entstandenen Siure wurde noch Calcium-
carbonat beigegeben, da bekanntlich fast alle Microben bei
Gegenwart freier Séure nicht weiter vegetiren konnen. Nach-
dem die sterilisirte Fliissigkeit geimpft war, wurde sie in den
Brutofen gestellt, wo sich die Microben in diesem speciellen
Néhrmedium rasch vermehrten. Es entwickelten sich reichlich
Gasblasen und nach acht Tagen war das Caleiumearbonat villig
gelost. Die Massen wurden hierauf nach dem oben angegebenen
Verfahren verarbeitet. Der Ather hinterliess jedoch dieses Mal
bei seinem Verdunsten neben einer Oligen gelben Fliissigkeit
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noch sehr schon ausgebildete makroskopische Krystalle, welche
eine sechwach gelbe Farbe hatten und sauer schmeckten. Die-
selben wurden abfiltrirt, umkrystallisirt und deren Schmelzpunkt
bestimmt. Derselbe lag bei 180°. Auf dem Platinblech ver-
brannt, entwickelte die Substanz zu Husten reizende Dimpfe und
hinterliess keinen Riickstand. Unter dem Mikroskope zeigten die
Krystalle die fiir Bernsteinsiure angezeigten monoklinen Prismen
und Tafeln. Die Krystalle waren in NH, leicht 16slich und eine
neutralisirte Losung gab mit Fe,;Cl6 einen réthlichbraunen Nieder-
schlag von bernsteinsaurem Eisenoxyd. Aus 1500-0 ¢ Nihrlosung
betrug die allein auf diese Weise mit Ather ausgezogene Menge
Bernsteinsdure 1-57 ¢.

Das Filtrat, welches noch die Milchséiure enthielt, wurde
vorerst von der gelosten Bernsteinsiure mittelst Eisenchlorid
befreit. Hierauf wurde das Zinklactat dargestellt, welches 177 g
betrug.

Un die Wirkung dieses interessanten und erst in neuester
Zeit entdeckten Bacillus auf Mileh zu studiren, wurde eine ge-
wisse Quantitdt Milech mit Beobachtung aller ndthigen Cautelen
wihrend acht Tagen sterilisirt, und nachdem dieselbe wihrend
dieser Zeit ganz unveréindert geblieben war, am neunten Tage
inficirt. Um jeder Tduschung vorzubeugen, wurden endlich einige,
auf gleiche Weise sterilisirte, aber nicht geimpfte Kolben Milch
mit den ersteren in den Vegetationsapparat gestellt. Die Bacillen
vermehrten sich in diesem N#hrsubstrat, ohne dass sie jedoch die
Mileh zum Gerinnen brachten oder ihre Reaction veréinderten,
auch konnte kein auffallender Geruch bemerkt werden.

II. Uber den Bacillus pyocyaneus.

Dieser Microbe ist die Ursache der blauen oder auch griinen
Firbung des Eiters, welche oft ganz plotzlich auftritt. Deutsche
Bacteriologen beschreiben ihn als ein kleines, schlankes Stéb-
chen, wihrend ihn Crookshank als einen Micrococcus er-
wihnt, ohne indessen seine Grosse anzugeben. In jingeren Rein-
culturen fand ich ebenfalls nur feine diinne Bacillen, welche
sehr beweglich und oft zu zwei oder drei aneinandergereiht sind.
Vorgenommene Messungen haben ergeben, dass der durchschnitt-
liche Lingsdurchmesser 3-2 n und der Dickendurchmesser 0-8 i
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betriigt. Inzwei und drei Monate alten Gelatineculturen dagegen
fand ich wirklich molecularbewegliche, stark lichtbrechende
Kiigelechen und einzelne Stibchen, welche letzteren an ihren
beiden Enden etwas verdickt waren und an diesen Stellen eben-
falls hellgléinzende, scharf contourirte Gebilde enthielten, die wohl
nur als Sporen zu deuten sind. Auf frische Fleischpepton-Gelatine
tiberimpft, wachsen aus diesen Sporen in kurzer Zeit bewegliche
Stibchen aus.

Das Pyocyanin hat bereits eine umfingliche Literatur. —
Ausser den Arbeiten von Fordos, ,Comptes rendus® t. LI 1859,
welcher zuerst den Farbstoff krystallinisch erhielt, und spiter von
Girard, ,Deutsche Zeitschrift fiir Chirurgie“ 1876, wiren noch
zu erwihnen die Abhandlungen von Wasserzug, ,Annales de
Pinstitut Pasteur¥ 1887 und von Dr. Paul Ernst in der Zeit-
schrift fiir Hygiene 1887, II. Band.

Nichtsdestoweniger ist tiber die nihere Zusammensetzung
degselben noch sehr wenig bekannt. Da die Ausbeute an Farb-
stoff aus Compressen und anderen Verbandstiicken nur eine sehr
geringe war, so beschloss ich, um einigermassen wigbare Men-
gen davon zu erhalten, kiinstliche Culturen auf Nihrgelatine in
grisserem Massstabe anzulegen. Die geimpfte Gelatine liess ick
jeweilen 3—4 Tage bei Zimmertemperatur und hieranf eine
Woche lang bei 35° im Thermostaten stehen. Sie wurde in
wenigen Tagen verfliissigt und hatte eine schon griine, fluore-
scirende Farbe angenommen. Bis jetzt wurde immer angenommen,
dass die Farbstoffe des blauen und griinen Eiters die nimlichen
seien. In der That kounten in diesen griinen Culturen nach dem
gleichen Verfabren, welches Girard angegeben hatte, um die
Farbstoffe des blauen Eiters zu isoliren, ebenfalls die beiden, in
dem blauen Eiter enthaltenen Korper, ndmlich Pyoeyanin und
Pyoxanthose erhalten werden. Auch der fiir diesen Eiter speci-
fische Geruch, dem Weissdorn nicht uniihnlick, war deutlich
bemerkbar. Allein nach der Isolirung der beiden genannten
Farbstoffe behielt die Fliissigkeit noch immer einen griinen
Schimmer, und nach Zusatz von ein paar Tropfen Ammoniak bot
die beim durchfallenden Licht gelbe Fliissigkeit, beim auffallen-
den Licht eine prachtvolle griine Fluorescenz dar, ganz #Zhnlich
dem Fluorescin der Phtalsiure. Dieser fluorescirende Korper ist
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nur in Wasser und Alkohol 16slich und wird durech Kochen nicht
zerstort. Durch Ather, Petrolither oder Amylalkohol lisst er sich
nicht ausziehen. Concentrirtere Losungen davon lassen nur die
rothen und griéinen Lichtstrahlen durch, beim Verdiinnen hellt
sich aber das ganze Spectrum auf, ohne dass bestimmte dunkle
Linien auftreten. An eine Reindarstellung dieses Farbstoffes ist
wohl nicht zu denken, weil er nur in ganz minimalen Mengen
vorkommt.

Um das Pyocyanin in reinem Zustande zu erhalten, wurde
die aus Chloroform auskrystallirte Base von Neuem in wenig
Chloroform gelost, und diese Losung in alkoholfreien Ather
hineinfiltrirt; dadurch fillt das Pyocyanin fast vollstindig aus,
wihrend die anhaftende Pyoxanthose (sammt den andern allfil-
ligen Verunreinigungen) in dem Ather sich 1ost. Das auf diese
Weise erhaltene Pyocyanin ist durchaus nicht hygroskopiseh, wie
das nach der Girard’schen Methode erhaltene Priparat. Trotz-
dem ich iber 6 Kilo Nihrlosungen verarbeitet hatte, betrug
schliesslich die Ausbeute an Pyocyanin nur wenige Centigramm,
so dass ich zur Erleichterung fiir spitere Untersuchungen das
Material nur zur qualitativen Priifung verwendet habe. Erhitzt
man das auf obige Weise gereinigte Pyocyanin mit metallischem
Natrium, so tritt zuerst ein der Pyoxanthose dhnlicher Gerach
auf, welcher bald durch einen an verbranntes Eiweiss erinnern-
den Geruch verdringt wird. Hiebei bildet sich ein gelbes Sub-
limat. Die Schmelze warde in Wasser gelost und ein Theil davon
mit oxydhaltiger Ferrosulfatlosung erwéirmt und darauf Salz-
siure hinzugegeben, worauf sogleich ein reichlicher Niederschlag
von Berlinerblau gebildet wurde, welcher die Anwesenheit von
Stickstoff bewies.

Ein anderer Theil der Losung wurde mit einigen Tropfen
einer verdiinnten Nitroprussidnatriumlosung versetzt. Die fiir
Sehwefel angezeigte violettrothe Farbe trat amgenblicklich ein.
Darnach wire das Pyocyanin nicht allein stickstoff-, sondern
auch schwefelhaltig, und die Feststellung seiner procentischen
Zusammensetzung wird durch diesen Umstand noch complicirter.

Nach einer Mittheilung von Ledderhose (Tageblatt der
Versammlung deutscher Naturforscher in Wiesbaden 1887 8.295)
ist das Pyocyanin — zwei Kohlenwasserstoff- und zwei Stick-
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stoffbestimmungen der prikrinsauren Verbindung zufolge —- nach
der Formel C,H,,N,0 (in dem Tageblatt ist wohl durch einen
Druckfehler C;,H, N,C angegeben) zusammengesetzt. Eine aus-
fithrlichere Mittheilung dariiber wird an anderer Stelle in Aus-
sieht gestellt. Wird der Bacillus pyocyaneus in 2%/, zuckerhalti-
ger Gelatine cultivirt, so nchmen die Culturen ebenfalls eine
griine Farbe an, bilden dabei aber keine Gasblasen. Ist die Ver-
fliissigung der zuckerhaltigen oder gewdhnlichen Nihrgelatine
schon sehr vorgeschritten, so sinkt die Hauptmasse der gebilde-
ten Bacterienwucherungen in dicken, weisslichen und sehleimigen
Fiaden zu Boden, wihrend die dariiber befindlichen Schichten
sich entfiirben und nur auf der Oberfliche noch eine griine Zone
bleibt. Schiittelt man aber solche Culturen mit Luft, so tritt die
griine Farbe augenblicklich wieder auf und bleibt anch wihrend
einiger Stunden. Aus diesem Verhalten ldsst sich schliessen,
dass das griine Pigment héchst wahrscheinlich aus einer chromo-
genen, von den Bacterien gebildeten Substanz durch die Einwir-
kung des Sauerstoffes der Luff producirt wird. Das Pigment
selbst fehlt in den Zellen der Bacterien. Sammelt man die zu-
sammengeballten Bacterienmassen &lterer Culturen, so erschei-
nen dieselben rein weiss und es ldsst sich keinFarbstoff aus ihnen
darstellen.

In Gelatineculturen verschwindet die griine Farbe bei Zim-
mertemperatur allmilig nach zehn bis fiinfzehn Wochen und
macht einem dunklen rothbraunen Farbenton Platz. Der speci-
fische Geruch ist in solchen Culturen vollig verschwunden und
die Reaction stark alkalisch, ohne dass ein besonderer Geruch
bemerkbar wire. Schiittelt man mit Chloroform aus, so nimmt
. dasselbe keine Farbstoffe mehr auf, dieselben scheinen vollig
zersetzt zu sein. Eine ﬁberimpfung mit solchen ganz rothbraun
gewordenen Culturen gelingt nicht mehr. Agarculturen dagegen
behalten die griine Farbe bedeutend linger.

In der beim Bacillus strumitis angegebenen Zucker-Pepton-
Nihrlosung wachsen die Bacillen ganz gut, das Substrat bleibt
aber vollig farblos. Die Eigenschaft, Farbstoff zu produciren, haben
aber solche Bacillen nicht fiir die Dauer eingebiisst. Bringt man
sie in ein der Farbstoffbildung gtinstiges Medium, wie Gelatine
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oder Agar, so tritt die chromogene Function in wenigen Stunden
wieder ein.

Die weiter unten zu erwéhnende Pancreasnidhrlosung ist ein
ganz guter Nihrboden, sowohl fiir das Wachsthum dieser Bac-
terien, als auch fiir die Farbstoffbildung.

In sterilisirter Milch ruft der Bacillus pyoeyaneus schon am
zweiten Tage eine gelblich griine Farbe hervor, welche intensiv
griin wird, sobald man ein paar Tropfen Ammoniak zusetat.

IIL. Uber das Bacterium phosphorescens.

Eine Reincultar dieses photogenen Microben wurde mir von
Professor Lichtheim giitigst ibermacht und ich stellte mir die
Aufgabe, einigen Aufschluss tiber das Wesen dieses Schizomy-
ceten zu erhalten, und wo moglich das leuchtende Prineip néiher
zn untersuchen.

In der Literatur findet sich schon 1830 eine Abhandlung
von Michaelis, ,Uber die Phosphorescenz der Nordsee“ und
in Gilb. Ann. 1861 gibt Tuckey an, dass eine ,schleimartige
organische Substanz“ die Ursache des Meerleuchtens sei. 1875
machte Pfliger Mittheilungen , Uber die Phosphorescenz leben-
der Organismen“ und Niiesch, ,Uber phosphorescirendes.
Fleisch“ (Gaea 1877. Ferner beschreibt Lassar ,Die phospho-
rescirenden Micrococeen¥, Pfliig. Arch. XXI.1880, und Niiesch,
,Die leuchtenden Bacterien“ 188b. Ludwig liefert in seiner
Publication ,Die bisherigen Untersuchungen tiber photogene
Bacterien®, Centralblatt fiir Bacteriologie 1877 den Beweis, dass
es verschiedene leuchtende Bacterien gibt, und Fischer, Cen-
tralblatt fiir Bacteriologie 1888, berichtet: ,,I"]ber einen neuen
lichtentwickelnden Bacillus“, den er im westindischen Ocean
angetroffen bat. Eine ganz kurze Darstellung der wichtigsten
Thatsachen der neueren Forschungen auf diesem Gebiete findet.
sich in der ,Revue critique des bactéries phosphorescentes®
Annales Pasteur 1887,

Wie es jetzt feststeht, lassen sich die photogenen Bacterien
schon zum Theil durch die Farbe ihres Leuchtens unterscheiden.
Qo ist das Licht des Bacterium Pfligeri weiss, dasjenige des
Bacillus phosphorescens Fischeri bldulich, wihrend das Licht
des Bacterium phosphorescens entschieden einen griinlichen



Spaltpilzarten. 369

Farbenton hat. Einige dieser Microben verfliissigen die Gelatine,
andere nicht. Zu diesen letzteren gehort auch das Bacterium
phosphorescens. Dasselbe bildet eigentliche Kurzstéibchen; der
eine Durchmesser der Zellen tibertrifft den andern nur um Weni-
ges, so dass man auf den ersten Blick glauben ktnnte, Kokken
vor sich zu haben, bei genauer Einstellung sieht man aber, dass
die Zellen nicht isodiametrisch sind. Nach meinen Messungen
betriigt der lingere Durchmesser 1-3 bis 1'9 g, der kiirzere
1-1 bis 1+7 p. Die einzelnen Individuen sind von einer deutlich
wahrnehmbaren Zoogloeahillle umgeben und beweglich. Sie
bilden keine lingeren Verbiinde, sind aber nicht selten zu zweien
verbunden, Es gelang mir, sie nach der Gramm’schen Methode
und noch besser mit Ziehl’scher Losung — Erwiirmen des Deck-
glases auf dem Wasserhade 5 Minuten lang in der Losung und
nachheriges Entfirben mit Alkohol — zu firben. Um einigen Auf-
schluss tiber das Wesen dieses Microben zu erhalten und wo
moglich die leuchtende Substanz zu isoliren, legte ich zuerst
Culturen in Fleischwasserpeptongelatine an. Bei Zimmertempe-
ratur beginnt das Wachsthum bei Sticheulturen am zweiten oder
dritten Tage sichtbar zu werden, indem sich an der Oberfliche
vom Stich aus eine weisse diinme Haut bildet, die siech nur
langsam ausbreitet und im Dunkeln leuchtet. Lings des Impf-
stiches ist das Wachsthum kaum zu bemerken, falls nicht zufillig
eine dicke Impfnadel einen Kanal gebildet bat, der mit der
Atmosphire communicirt, in welchem Falle sich auch lings des
Kanals ein weisser Uberzug bildet. Dieses ausschliessliche Ober-
flichenwachsthum beweist deutlich, dass das Bacterium zu den
Aeroben gehirt.

Erwirmt man eine Cultur in der hohlen Hand bis die Gela-
tine schmilzt und die Bacterien zu Boden fallen, so hort alles
Leuchten auf, wihrend die Bacterien noch lebensfihig bleiben
und, auf nene Nihrmedien tibertragen, dort wieder leuchten. Es
scheint somit das Leuchtvermdgen vom freien Zutritt des Sauer-
stoffes abhiingig zn sein.

Auf Gelatine mit 2%/, Traubenzucker wichst dieser Microbe
ebenfalls, leuchtet und bildet kleine Gasblasen.

Auf Gelatine cultivirt, bleibt das Bacterium phosphorescens
monatelang lebensfihig und sogar 3 Monate alte Culturen leuch-
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ten noch ganz deutlich. Da wie vorhin angedeuntet, das Wachs-
thum aunf Gelatine ziemlich beschriinkt ist, so versuchte ich, ein
diesem Bacterium wahrscheinlich besser zusagendes Substrat
herzustellen, indem ich durch Auflssen des kiuflichen Meersalzes
in destillirtem Wasser 2-, 3- und 4procentige Meersalzlosungen
unter Zusatz von je !/, Procent Pepton herstellte und dieselben in
gewohnter Weise sterilisirte, Solche Lisungen reagiren vollig
neutral, wie tiberhaupt alkalische Reaction des N#hrsubstrates,
z. B. der Gelatine, durchaus nicht nothwendig ist. Ich iibertrug
nun Microben von der Gelatine in diese Losungen und liess die
Kolben bei Zimmertemperatur stehen. Nach 20 Stunden mikro-
skopirte ich und fand zu meinem Erstaunen, dass in diesem
Nihrmedium, wo die Bacterien nach allen Seiten ungehindert
und unbeschrinkt wachsen konnten, die eingesiten kokkensihn-
lichen Gebilde zu dicken Stéibchen ausgéwachsen waren, welche:
meist in der Zweitheilung begriffen waren und sich lebhaft be-
wegten. Die durchschnittliche Linge dieser Stibchen betrigt 2
bis 29 p, ihre Dicke 0-9 bis 1-2 p. Die Eigenschaft auf eini-
gen Substraten in rundlicher Form und in anderen, wo sie sich
frei bewegen konnen, als Stiibchen zu wachsen, ist iibrigens z. B.
auch den Friedldnder’sehen Pneumoniekokken eigen.

Alle Meerwasserculturen und besonders die 3- und 4procen-
gen, lenchteten schon am Tage nach ihrer Aussaat ganz deutlich,.
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 Nihe eines-
Kolbens brachte.

Das Licht ist bedeutend intensiver als dasjenige aller mir
bekannten phosphorescirenden unorganischen Korper. Sogar die
Lichtstéirke einer Losung von Lophin in Amylalkohol unter
Zusatz von caustischem Kali erreicht bei weitem nicht diejenige-
solcher Culturen. Beim Schiiiteln nimmt die Lichtstirke ganz.
bedeutend zu, weil dadurch der Sauerstoff der Luft direct mit:
den unteren Schichten in Berithrung kommt. Als beim Schiitteln
einmal ein Wattepfropf benetzt wurde, leuchtete derselbe eben-
falls fiir mehrere Tage. Auf 0° abgekiihlt, nimmt das Leuchtungs-
vermigen nur ganz wenig ab; erwirmt man wihrend weniger
Augenblicke auf 35°, so versechwindet alles Leuchten, kehrt aber
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beim Abkiihlen wiedcr, dauert jedoch das Erwidrmen auf 35°
etwa eine Viertelstunde, so biissen die Culturen ihr Leucht-
vermdgen dauernd ein.

Macht man von einer leuchtenden Meerwassercultur einen
yHhingenden Tropfen“ und betrachtet denselben bei volliger Dun-
kelheit unter dem Mikroskope, so ist das Licht der einzelnen
Bacterien nicht stark genug, um wahrgenommen zu werden, hin-
gegen sieht man das Leuchten des ganzen Tropfens so deutlich,
dass man die Rinder desselben sehr gut wahrnehmen kann,
wenn man das Priparat anf dem Objecttische verschiebt.

Nach 2 bis 3 Wochen verlieren die Culturen ihre Leucht-
kraft allmilig, indem sie eine gelbe Triibung erleiden, ohne dass
die neuntrale Reaction sich veriindert oder ein Geruch sich be-
merkbar macht. Nach mehreren Wochen hort das Leuchten ganz
auf, ohne dass die Bacterien absterben.

Das Leuchtvermogen des Bacterium phosphorescens ist von
einer vorausgegangenen Insolation vollig unabhiingig, indem
Culturen, welche ich sogleich nach der'Impfung im Dunkeln ge-
halten hatte, cbenso stark leuchteten wie solche, welche dem
‘Tageslicht ausgesetzt gewesen waren,

Schiittelt man leuchtende Meerwasséreulturen mit Ather,
Alkohol, Amylalkohol, Benzol oder Chloroform, so verschwindet
das Leuchten augenblicklich, sowie auch beim Mischen mit ver-
-diinnten Siuren, wie: Essigsdure, Salzstiure oder Schwefelsiure.
Bringt man Mandelsl zu den erwihnten Culturen und schiittelt,
so erleidet das Leuchten keinen Abbruch, auch kleine Quanti-
titen einer schwachen Natriumearbonatlosung bewirken keine
Vertinderung, wihrend durch Zusatz einer concentrirten Liosung
-das Leuchten ebenfalls verschwindet, Es muss somit das Leuch-
ten des Bact. phosphoreseens ein vitaler Process sein, da alle
Reagentien, welche das Zellprotoplasma tidten, auch zugleich
-dus Leuchten vernichten. Der leuchtende Stoff litst sich demnach
nicht isoliren. '

Ich versuchte auch dieses halophile Bacterium in anderen
Salzlosungen zu cultiviren. Zu diesem Zwecke bereitete ich
3procentige Lisungen von Chlornatrium, von Magnesiumsulfat
und von Natriumsulfat, welche noch jeweilen !/, Procent Pepton
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enthielten. In allen drei Substraten wuchs der Pilz gut und die
prichtige Phosphorescenzerscheinung trat auch hier ein.

Wenn die Reinheit der Culturen nicht in Betracht kommt
und man nur das Leuchten haben will, so ist es nicht einmak
nothwendig, die Salzlosungen zu sterilisiren, sobald sich aber
die Fiulniss des Peptons bemerkbar macht, verschwindet das
Leuchten.

Impfungen auf Urin gelangen mir ebenfalls, dagegen kommt
das Baeterium in sterilisirtem Quellwasser nieht fort.

Sterilisirte Milch inficirte ich mit Erfolg mit Stiibchen aus
einer Meerwassercultur. Wegen ihrer Unduvchsichtigkeit leuch-
tete sie aber bei weitem nicht so intensiv wie die Salzldsungen.
Unter dem Mikroskope sah ich ausschliesslich rundliche Formen
des Microben sich zwischen den Milchkiigelchen bewegen, als
ich aber davon in kiinstliches Meerwasser aussiete, wuchsen sie
wieder zu Stébchen aus,

IV. Zur Kenntniss des Ko ch’schen Kommabacillus.

Der unzweifelhafte Erreger der Cholera asiatica ist heutzu-
tage sogar dem grossen Publicum unter dem Namen Koech’scher
Kommabacillus bekannt. Dass diese Bacillen nicht als solche die
gefiirchteten Zustinde 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 N#hrgelatine rufen die Cholera-
baeillen solche chemische Vorginge hervor, wie sie bis jetzt noch
von keinen andern Bacterien beobachtet worden sind, und welche
in neuerer Zeit von Bujwid zu einer Cholerareaction benutzt
worden und sogar zur Diagnose empfohlen wurden.

Trotz der zahlreichen Versuche, die toxischen Stoffe zu iso-
liren, sind bis jetzt noch keine sicheren Resultate dariiber bekannt.
Ohne Zweifel iibt auch die Verschiedenheit der Nihrsubstrate einen
sehr grossen Einfluss auf die Bildung der Ptomaine aus. Um
eine reichlichere Production toxischer Stoffwechselproducte zu
erhalten, glaubte ich ein N#hrsubstrat herstellen zu miissen,
welches dem von den Bacillen im menschlichen Organismus
bevorzugten Ndhrboden am nichsten steht. Nun ist es aber er-
wiesen, dass bei Cholera asiatica der Diinndarm, und zwar die
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untere Hilfte, der eigentliche Mittelpunkt der pathologischen
Vorgiinge ist, und bei Choleraleichen soll sich der Diinndarm-
inhalt sehr oft nahezu als Reincultur von Kommabacillen er-
weisen. Die gewdhnlichen Nihrmedien, wie Fleischbrei, Bouillon
oder Fleichwasserpeptongelatine waren nicht zweckentsprechend
und ich bereitete desshalb eine Nihrfliissigkeit, welche dem
Diinndarminhalt ziemlich nahe kommt, und welche mit einigen
Ab#nderungen nach einer Vorschrift hergestellt war, weleche Herr
Prof. Nencki in seiner Schrift ,Uber die Zersetzung der Gela-
tine und des Eiweisses bei der Fiulniss mit Pancreas“ mittheilt.
Das Verfahren war folgendes: 300 ¢ trockenes Serumeiweiss
und vier frische, fein zerhackte Ochsenpancreasdriisen wurden
mit 6/ Wasser bei Bruttemperatur wihrend 16 Stunden stehen
gelassen. Hierauf wurde die Masse mit Essigsinre schwach an-
gesduert, erwdirmt und durch ein Tuch colirt. Die Fliissigkeit
wurde nun mit Natriumcarbonat schwach alkalisch gemacht,
filtrirt und in gewohnter Weise sterilisirt. Eine solche Nahrfliissig-
keit riecht dem Diinndarminhalt sehr dhnlich und ist fast farblos,
so dass man das Wachsen von Bacterien sehr leicht wahrnehmen
kann. Die Cholerabacillen wachsen darin sehr rasch und tritben
die klare Fliissigkeit schon nach wenigen Stunden. Mit solchen
Culturen gelingt auch die Cholerareaction sehr gut. Aber auch
anderen Bacterien, wie z. B. den Typhusbacillen scheint dieser
N#hrboden sehr zu behagen.

Um auf Choleraptomaine priifen zu konnen, inficirte ich 3 7
dieser Pancreasfliissigkeit mit Kommabacillen, liess dieselben
wihrend drei Tagen bei 35° stehen und verarbeitete sie hernach
nach der von Brieger in seinen ,Untersuchungen iiber Pto-
maine IIT. Theil¢ angegebenen Methode. Die Culturen wurden
ndmlich mit Salzsiure ganz schwach angesduert and aufgekocht.
Alsdann wurde filtrirt, dasFiltrat anf dem Wasserbade zur Syrup-
consistenz abgedampft und mit 95% igem Alkohol aufgenommen.
Von den niedergeschlagenen Bestandtheilen wurde abfiltrirt, zum
Syrup eingedampft und wieder mit Alkohol aufgenommen. Diese
Procedur wurde noch einmal wiederholt und der Auszug mii
alkobolischer Quecksilberchloridlosung gefillt. Der Niederschlag
wurde in Wassger aufgenommen, durch Schwefelwasserstoff zer-
setzt, das Schwefelquecksilber abfiltrirt und das Filtrat durch



374 J. Kunz,

Soda soweit abgestumpft, bis es nur noch ganz schwach sauer
reagirte. Darauf wurde eingedampft und mit absolutem Atkohol
erschopft. Der Alkobol wurde verjagt, der Riickstand nochmals
mit absolutem Alkohol aufgenommen und mit einer alkoholischen
Losung von Pla'inchlorid ausgefillt. Der Niederschlag war von
orangegelber Farbe und krystallinisch. Er wurde aus heissem
Wasser zweimal umkrystallisirt. Ein kleiner Theil des Platin-
salzes, das aber keineswegs homogen war, und das jedenfalls
aus einem Gemenge mindestens zweier Salze bestand, wurde
durch Schwefelwasserstoff vom Platin befreit, die freie Salzsiure
wit Natriumearbonat sorgfiltig abgestumpft, eingedampft und
der Riickstand mit absolutem Alkohol ausgezogen. Nachdem der
Alkohol verjagt war, wurde 0-01 g des Riickstandes einem Frosch
stbentan injicirt. Derselbe zeigte aber keine anormalen Sym-
ptome. Die gleiche Quantitit einer Maus injieirt, bewirkte bei
derselben schon nach 5 Minuten Lihmungserscheinungen, welche
bald zunahmen. Nach einer Stunde legte sich das Thier auf den
Bauch und war nicht mehr fihig, sich fortzubewegen. Nach
zwei Stunden trat der Tod ein.

Einem Kaninchen, das 1100 ¢ wog, wurden 0:02 g der
nimlichen Substanz injicirt. Nach zwei Stunden bekam dasselbe
heftigen Speichelfluss, wurde sehr trige und es trat profuse
Diarrhoe ein. Spiter erholte sich das Thier wieder und blieb
dauernd gesund.

Nachdem also durch Thierversuche die Gegenwart eines
giftigen Ptomaines erwiesen wurde, suchte ich durch wiederholte
Krystallisation des Gemisches ein homogenes Salz darzustellen.
Dies gelang mir insofern, als der in Wasser am sehwersten 19s-
liche Theil der Chloroplatinate nach dreimaligem Umkrystallisiren
ein homogenes, in rhombischen Blittchen krystallisirendes Salz
lieferte. Das lufttrockene Salz verlor bei 100-—105° nichts an
Gewicht und ergab bei der Verbrennung folgende Resultate:

0-2238 g der Substanz ergaben
Co,..... 0-0800 ¢
HO..... 0-0600 ¢
0-224 ¢ hinterliessen beim Glihen 0-0876 ¢ Platin = 391 °/,.
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Zu einer Stickstoffbestimmung reichte die tibrige Menge
nicht mehr aus. Der Rest, 0-12 g wurde mit Schwefelwasserstoff
zersetzt und das Chlorid einem Meerschweinchen subeutan in-
jicirt. Es traten jedoch keine toxischen Erscheinungen auf. Der
giftige Korper muss demnach in dem in Wasser leichter los-
lichen Antheil der Chloroplatinate enthalten sein.

Aus der procentischen Zusammensetzung des analysirten
Salzes berechnet sich die Formel (C,H;N),, 2HCI PtCl,. Eine
Base von der Zusammensetzung C,H,N, als Fiulnissproduct
thierischer Gewebe, ist bereits seit lingerer Zeit bekannt.

Schreiner beobachtete im Sputum, im menschlichen
Sperma, sowie auf anatomischen, in Alkohol aufbewahrten Pri-
paraten, die durch ihre gypsihnliche Krystalliform — Combina-
tion von prismatischen und pyramidalen Formen — ausgezeich-
nete Substanz, und stellte durch Analysen fest, dass die Kry-
stalle das phosphorsaure Salz der Base C,H N waren.

Yon Schreiner wurde keine Formel ftir das phosphor-
saure Salz aufgestellt. Aus der Apalyse von Schreiner lisst
sich fiir das wasserhaltige Salz die Formel

PO, H,(C,H,N), + 4H,0
berechnen. Bei 100° getrocknet, verliert das Salz 3 Moleciile
Krystallwasser,

Berechnet Gefunden
21-09°, 21-15Y%,
und verlangt dann einen Gehalt von
15-3°%, P
und
13-86 %, N.
Schreiner fand in dem bei 100° getrockneten Salze
15-3°, P
und
14-03 °/, N.

In einer soeben erschienenen Mittheilung (Berichte d. deut-
schen chemischen Gesellschaft XXI. Jahrg. Nr. 4, 1888) haben
Ladenburg und Abel constatirt, dass ,eine kleine Probe des
von Schreiner analysirten Priparates auf dem Platinblech
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verbrannt, einen deutlichen anorganischen Riickstand hinterliess,
der ans phosphorsaurem Kalk bestand.“ Darauf hin vermutheten
die beiden Autoren, dass das Schreiner’sehe Salz ein Doppel-
salz von der Formel

(C.HNH), PO,

. sei.
(C,H,NH), PO,

Eine solche Formel wiirde 9-859/, Ca verlangen, respective
beim Veraschen fiber 25°, phosphorsauren Kalk zuriicklassen
miissen. Dass eine so grosse Menge phosphorsauren Kalkes fiber-
sehen worden wire, ist kaum anzunehmen. Auch die iibrigen
Eigenschaften des kinstlichen Athylenimins stimmen nicht mit
den Eigenschaften der Schreiner’schen und der von mir aus
Choleraculturen erhaltenen Base iiberein. So ist das von mir
erhaltene Platinsalz, wenn auch wenig, so doch inWasser 16slich
und wurde durch Umkrystallisiren aus heissem Wasser rein
dargestellt.

Das Chloroplatinat der Base von Ladenburg und Abel
dagegen ist in Wasser ganz unloslich. Auch vermisse ich leider
in den Mittheilungen von Ladenburg und Abel die Beschrei-
bung des phosphorsauren Salzes ihres Athylenimins, was doch
ein Hauptkriterium der Verschiedenheit oder Identitit der bei-
den Basen ist.

Dieses Salz war tibrigens schon lange vorher unter dem
Namen , Charcot’scheKrystalle bekannt und es ist ein Verdienst
Schreiner’s, die Identitéit dieser Krystalle mit der von ihm ana-

lysirten Base festgestellt zu haben. Ausser der Krystallform des
~ phosphorsauren Salzes wird von Schreiner als charakteristisch
fiir die Verbindung angegeben, dass Salze der Base mit Magne-
sium behandelt, intensiv den Geruch nach frischem menschlichem
Sperma verbreiten. Ganz die gleiche Erscheinung habe ich auch
bei Zusatz von Natronlange zu dem von mir analysirten Chloro-
platinate beobachtet. Es trat auch hier ein intensiver Geruch
nach menschlichem Sperma auf. Als ich eine concentrirte Losung
des salzsauren Salzes mit Natriumphosphat und Ammoniak ver-
setzte, erhielt ich Krystalle von der gleichen prismatischen Form
wie sie von Scheiner in den Annalen der Chemie, Bd. CXCIV,
S. 76, abgebildet wurden. Die Schreiner’sche Base unter dem
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Namen Spermin oder Spermatin bekannt, ist entweder Athylen-

imid gg"\/\NH oder Athylidenimid CH,— OH=NH. Die von
2

mir erhaltenen Zablen entsprechen der obigen Formel folgender-
massen:

Gefunden Berechnet
C.... 977 C.... 9-6b
H.... 2-b3 H.... 261
Pt... 39-10 Pi.... 39-56.

Zu bemerken wiire noch, dass Brieger aus faulem Fleisch
das giftig wirkende Athylidendiamin CH,—CH = (NH,), erhal-
ten hat. Immerhin ist es von Interesse, dass durch Kommabacillen
das Spermin gebildet wird. Ich setze iibrigens die Untersuchung
weiter fort, namentlich in der Absicht, die zweite toxisch wir-
kende Base, deren Salz in Wasser leichter 16slich ist, zu isoliren.

Um zu erfahren, ob das Spermin von den Cholerabacillen
producirt worden oder schon in der Pancreasnihrlgsung vorhan-
den gewesen sei, wurde ein Parallelversuch gemacht, Die oben
angegebenen Mengen Eiweiss und Wasser wurden mit Pancreas-
driisen, welche 24 Stunden bei Zimmertemperatur gestanden
hatten, wihrend 16 Stunden bei 35° digerirt und hernach in der
gleichen Weise behandelt wie die Choleraculturen. In dem Pla-
tinniederschlag war jedoch kein Spermin nachzuweisen, so dass
dasselbe von den Cholerabacillen gebildet worden sein muss.

Da die Kommabacillen in Milch cultivirt das Casein in sehr
kurzer Zeit abscheiden, so versuchte ich dieselben in der beim
Strumitisbacillus angegebenen Zuckerpeptonlosung zu ziichten,
um auf gebildete Milchssiure zu priifen. Auch inficirte ich Pan-
creasnhrlosungen, welchen 5°/, Traubenzucker und Calcium-
carbonat beigegeben war. Aber in keinem Falle war Milchsiure
gebildet worden, hingegen erhielt ich in geringen Mengen Bern-
steinstiure, die ich durch Schmelzpunkthestimmung und Darstel-
lang des Eisensalzes identificirte.
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