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Schon seit langer Zeit bedient man sich in der mykologischen Ver- 
suchs- und Untersuehungsteehnik f e s t e r  anorganischer Stoffe als Unter- 
lage fiir B~kterien- und Pilzkulturen. Nach den Angaben K16ckers 1 hatte 
seinerzeit Engel fiir die Sporenzfichtung bei Blastomyzeten G i p s b l 6 c k e  
vorgeschlagen, die E. Chr. Hansen 2 bei der Bestimmung der Sporulations- 
Kardinalpunkte yon S~ccharomyzeten erfolgreichst benfitzt hatte. 
Schi6nning ~ stellte die Gipsplattenkulturen mit  Verwendung der Kultur- 
k61bchen yon Hansen her, wodurch er einen weitgehenden Schutz der 
Sporenzuehten gegen bakterielle Infektionen aus der Luft erzielen konnte. 
Die Sterilisation aller Arten yon Gipsplatten bietet insofern Sehwierig- 
keiten, als yon ihnen Temperaturen fiber 120 ~ C sch]echt vertragen werden. 
Aueh dis Reinigung benfitzter Gipsplatten ist umst~ndlich und kann 
bestenfalls nur einige Male wiederholt werden. 

Dis Ursache ffir die Verwendung derartiger anorganiseher fester Plat ten 
bildet die schon yon E. Chr. Hansen im Jahre  1883 mitgeteilte Kenntnis  
der n~heren Bedingungen und Umst~nde, die eine r~sehe und ausgiebige 
Sporenbildung bei den Helen bedingen. Diese brauehen ffir die Sporulation 
in erster Linie eine bests feueht gehaltene feste Fl~che als Unter]age, 
die guten Luftzutr i t t  besitzt und Temperaturen bis zu 35 ~ C aush~lt. 

Die G~rtmgsorganismen. Stuttgart : Waag. 1900. 
Les ascospores chez le genre Saccharomyces. C. 1%. Tray. Lab. Carlsberg, 

T. II ,  H. 2 (1883). 
3 Nouvelle et singuliSre formation d'ascus dans une levure. C. R. Tray. 

Lab. Carlsberg, T. IV, H. 1 (1895). 
Monatshefte ffir Chemie, Bd. 77/1--5. 8 
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Der bis zur Hglfte in Wasser eingetauchte Gipsblock entspricht diesen 
Forderungen vollkommen, weshalb sich bei Anwendung dieses Veffahrens 
stets reichlich Sporen in den Hefezellen ausbflden, sofern die Itefen jung 
und wohlgeni~hrt darauf ausges~t werden, il~hnliehes zeigen auch die in 
voller Entwieklung stehenden sporenbildenden Spaltpilze. 

Ob dabei das Kalzinmsulfat selbst insofern mitwirkt, als ja Gips 
sich im Wasser nicht unbetrgchtlich 15st und infolge der sehr starken 
Feinporigkeit des erh~rteten Gipses die Abfuhr und die damit verbundene 
Verdiinnung der entstehenden Stoffwechselprodukte gedrosselt wird, 
scheint bisher kaum berficksiehtigt worden zu sein. 

Jedenfalls ist ein in seinen physikalischen Wirkungen mindestens 
gleichwertiges, in Wasser und in Ns praktisch aber unlSs- 
liches Material dem Gipse vorzuziehen. Dies gilt besonders ffir jene F~lle, 
bei denen es sich nicht so sehr um die Erreichung einer Massensporen- 
bfldung als vielmehr um die Erfassung der bei der Sporulation sieh bil- 
d6nden Sto//w..eehselprodukte handelt. Aueh der EinfluI3 von bestimmten 
organischen Verbindungen und yon Anionen und Kationen auf die Dauer- 
formbildung kann nur dann ermittelt werden, wenn das Unterlagesubstrat 
selbst indifferent ist. Sonach daft es in Wasser nicht 16slich sein und aueh 
von Flfissigkeiten mit tI-Ionenkonzentrationen entsprechend 10g ~ 2 bis 
PH = 9 nicht angegriffen werden. Brauchbares Unterlagematerial mul~ 
ferner eine Porosit~t gleicher Weite zur Erreichung gfinstiger Diffusions- 
verhs besitzen. Dabei mug aber eine Porenenge gewghlt werden, 
die eine DurchwaehsungsmSgliehkeit ffir kleinste, aueh eigenbewegliche 
Spaltpilze sicher ausschliel~t. 

Fiir Sporulationsversuche wurden an Stelle der GipsblScke auch aus 
anderen Materialien hergestellte Platten und Zylinder schon vor lgngerer 
Zeit anzuwenden versucht, wie z. B. von Elion Wfirfel aus gebran~tem 
Ton oder yon Wichmann SehamotteblScke, also Unterlagen, die der For- 
derung naeh Unl6sliehkeit beffiedigend naehkamen, jedoch in bezug auf 
Porengr6~e bei Schamotte und Gleichmi~Bigkeit der Poren beim Ton 
nieht entsprachen. Gebrannter unglasierter Ton vertri~gt fibrigens die 
Dampfsterilisation sehr schlecht und wird dutch Auskochen mfirbe. 

Daher habe ich zum Porzellan gegriffen, dessen Porositgt hinsichtlieh 
PorengrS~e und Porengleiehheit den jeweiligen Bediirfnissen entsprechend 
bei der tterstellung angepaBt werden kann. Die Staatliehe Porzellan- 
manu]alctur in Berlin stellte mir bereits im Jahre 1942 unglasierte Probe- 
platten zur Verfiigung, mit denen eingehende Versuehe in bezug auf 
Diffusionsverm6geu und DurehwaehsungsmSglichkeit fiir kleinste eigen- 
bewegliche Bakterien angestellt wurden. Am besten eignete sich die 
,por6se Masse P 1", da be i der Verwendung yon aus ihr gemach~en 
Platten bei sehr guter Diffusion jede Durchwaehsung selbst bei ~bnorm 
langer Zucht ausblieb. 
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Aus dieser Porzellanmasse stellte die  genannte Manufaktur nach ein, 
gesandter MaBskizze kreisrunde Platten yon 55 mm Durchmesser  und 
7 mm Dicke her~ die je drei auf den Umfang gleichmi~Ng verteilte FfiBehen 
yon 3 mm HShe besagen. In der Abb. 1, 1, ist eine solehe Platte ab- 
gebildet. Um ein Uberkrieehen oder Uberwaehsen aufgebraehter Mikroben 
fiber den Plattenrand auszusehliegen, wurde derselbe in einer Breite yon 
4: mm und die Sei~enfli~ehe der  Seheibe glasiert. Dadureh ist auch die 
nutzbare Oberfl/~ehe der Platte gegenfiber dem glasierten l~and ein wenig 
vertieft. 

Um alle yon der Herstellung stammenden, unlSslichen und 15sliehen 
Verunreinigungen zu entfernen, werden vor  dem Gebraueh die Platten 
mit Seife und Bfirste grfindlieh mechaniseh gereinigt und dann in ver- 

Abb. I .  

dfinnter HC1 (1:20) 12 Stunden geweicht und 1 Stunde ausgekocht: 
~ierauf  folgt eine 24Stfindige Ws in flieBendem Lei~ungswasser 
und schlieBlich eine eint~gige Behandlung mit destiiliertem Wasser, d~s 
stfindlich gewechselt wird. Nunmehr werden die Plat ten bei 105 ~ C 
getrocknet und in wohlverschlossenen Standgl~sern aufbewahrt. 

Ihre Verwendung in der mykologischen und biochemischen Unter- 
suchungstechnik ist ~uBerst mannigfaltig, weshalb bier nur ausprobierte 
Anwendungen n~her beschrieben werden sollen. 

1. S p o r e n g e w i n n u n g .  

Zu diesem Zwecke werden die vorgereinigten Porzellanplatten einzeln 
in etwa I cm weitere Petrischalen mit lose tiefiibergreifendem Deckel ein. 
gestetlt und in die Sehale mit einem Spitzrohr frisch ~bgekochtes und 
erkaltetes Leitungswasser so hoeh eingeffillt, dab die Unterseite der 
Porzellanscheibe ungefi~hr I mm in das Wasser eintaucht. So bleiben sie 
24 Stunden lang stehen. Dann werden sie im Dampfschrank wie fiblich 
diskontinuierlich sterilisiert. Abb. 1 zeigt in 2 die gebrauchsfertige Zu- 
sammenstellung. Sollte eine Platte soviel Fliissigkeit aufgenommen 
haben, dab der Wasserspiegel unter ihre Unterfli~che absinkt, ffillt man 
mit einer s~erfien Pipette soviel ~terites Wasser bei mSgliehst wenig ~b- 

8* 
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gehobenem Schalendeckel hath, dab die Scheibenun~erseite wieder ein 
wenig eintaueht. 

Zur Bakteriensporenziiehtung verwendet man nur junge in roller 
Entwieklung stehende Agar- oder Gelatinekulturen, deren Mikroben- 
rasen mit einer PlatinSse abgenommen und in diinner Sehieht auf die 
Porzellanplatte ausgestriehen wird. Da die Sporen sieh am sehnellsten 
und boston boi gutem Luftzutri t t  zu bilden pflegen, empfiehlt es sieh, 
Dosen zu verwenden, deren Sehalenrand einige kleine dreieckige Aus- 
nehmungen hat, so dab der aufgesetzte Deekel das Schaleninnere nicht 
vSllig abschlieBt. Zum Naehffillen sterilen Wassers beniitzt man die 
sp/~ter beschriebenen Pipetten. 

Bei sorg~Lltiger ArbeR bleibt selbst bei langer Zuehtdauer und oft- 
maligem Lfiften des Deekels zwecks Entnahme yon Sporenproben jede 
Infektion des Feuoh~wassers und der Plattenoberfl~ehe aus. 

2. U n t e r s u c h u n g  des  E i n f l u s s e s  g e l 6 s t e r  S t o f f e  ~ u f  die  
S p o r u l a t i o n .  

Will man nun den EinfluB voi1 N~hrl6sungen oder Salzl6sungen auf 
die Sporenbildung untersuchen, dann bringt man, wie oben dargesteUt, 
sie an Stelle des Wassers in die Schale. Und gerade in diesen F/~llen ist 
die Keim/reihaltung dieser LSsungen trotz in ihnen auf der Plattenober- 
fl~che vorgenommenen Mikrobenzfichtung yon besonderem Werte und 
Vorteile. Man hat  die M6glichkeit, jederzeit sozusagen ,,ntihrbodenfrei" 
die Zellen ffir die morphologische Untersuchung yon der Porzellanober- 
fl/~che abzunehmen. Umgekehr~ besteht jederzeit die M6glichkeit, ldeine 
Mengen der verwendeten LSsungen ,,zellenfrei", also steril aus der Schale 
zu nehmen. Bei der Empfindlichkeit der heutigen mikrochemischen 
Reaktionen k6nnen wit an diesen zellenfreien Proben in reinster Form 
die infolge des Mikrobenwachstums eingetretenen Ver/~nderungen der 
ursprfinglichen Zusammensetzung qualitativ und vielfaeh auch quanti- 
tat iv verfolgen und erfassen. Ebenso sind physiko-chemische Messungen 
an ihnen unschwer auszuffihren. 

Wenn es sich nur urn die Feststellung der giinstigsten Bedingungen 
fiir die Sporulation handelt und keine Untersuchung der Ver/~nderungen 
des Befeuchtungsmittels vorgenommen wird, benfitzt man zweckm~Big 
zum Einstellen der P]atten groBe Doppelschalen. Dadurch erreicht man, 
dab im Verhs zur Menge des sporulierenden Materials auf der Platte 
die F!fissigkeitsmenge sehr groB wird. Damit erzielt man eine prak~isch 
so starke Verdfinnung der Stoffwechselprodukte, dab sie auf Sporen- 
bfldungsvorg/~nge wirkungslos werden und als Fehlerquelle bei der Be- 
urteilung der LSsungseinfl/isse ausscheiden. 

Sowohl zum Einfiillen der L6sungen als aueh zur Entnahme w~hrend 
der Zfichtung werden sterile Pipetten verwendet, wie sie Abb. 1 in 3, 4 
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und 5 zeigt. Um sofor$ gemessene Mengen aus diesen Pipetten ausfliegen 
zu lessen, h/tlt man sieh einige mit  entspreeh~ender Teilung vorr/~tig. Die 
Ausflugspitzen unserer Pipetten haben eine innere Liehte yon 1 ram, des 
Pipettenrohr eine solehe yon 4 ram, w/~hrend die I~ohrl~nge his zum er- 
weiterten zylindrischen Ansatz 80 mm migt. Dieser ist 50 m m  lang und 
8 m m  weir, w/~hrend des Ende desselben in ein ebenfalls 4 m m  weites, 
20 mm langes I~ohr iibergeht. Zu jeder Pipette geh6rt eine l%ohrkappe. 
Der erweiterte Ansatz dient nach einer Ffillung mit  Wat te  Ms Lu/t/ilter 
beim Aufsaugen und Ablassen der Fliissigkeit. Die derart  vorbereitete 
Pipette wird mit  Hilfe einer Watteeinlage in des Kappenrohr  eingeschoben 
und in dieser Zusammenstellung im Heigluftschrank bei 150 ~ C in der 
iibliehen Weise sterilisiert. Abb. 1 hat in 4 eine sterile Pipette im Auf- 
bewahrungszustande abgebildet. Vor dem Gebraueh setzt man die Kau- 
tsehukkappe auf, wie es aus 5 der Abb. 1 zu entnehmen ist. Erst  unmittelbar 
vor dem Gebraueh der Pipette zur Fliissigkeitsentnahme aus der Sehale, 
die nicht weiter als unbedingt erforderlich ge6ffnet wird, entfernt man des 
Kappenrohr.  

3. Die  M i k r o b e n r e i n k u l t u r  a u f  de r  P o r z e l l a n p l a t t e .  

Wenn auch die heute verwendeten l~einkulturmethoden fiir Pilze und 
Bakterien, angefangen yon der Kochsehen Platte bis zur Tusehemethode 
Betrris und bis zum Einfangen und ~'bertragen einzelner Zellep mit Hflfe 
der Mikromaniptrlatoren unter der unmittelbaren mikroskopischen Kon- 
trolle die Auslese yon Bakterienarten erm6gliehen, so bieten sieh doeh 
Schwierigkeiten und oft unfiberwindliehe tIindernisse, wenn alle in einem 
Bakteriengemiseh vorhandenen Arten erfaf~t und reinkultiviert werden 
sollen. Solehe Forderungen werden yon nahrungsmittelteehnischen Be- 
trieben und besonders in Trinkwasserwerken oft gestellt. Hier 'versagen 
alle bisherigen P latten- und Tr6pfehenmethoden und aueh die Isolierung 
mit  Mikromanipulatoren fiihrt nieht zum ZM, weil die erstgenannten 
Methoden den vielf~ltigen Sonderanspriichen der versehiedenen Arten 
nieht genfigen k6nnen und bei der letztgenannten Isolierungsmethode aus 
dem versehiedenem Aussehen der einzelnen Zellen ihre ArtzugehSrigkeit 
kaum erkannt  werden kann. Aueh viele der so isolierten und auf sterile 
Nghrb6den fibertragenen Keime wachsen und vermehren sieh fiberhaupt 
nieht mehr. Einer vollst~ndigeren Erfassung der in einem Gemiseh 
befindliehen B~kterienarten kommt  man nut  mit  den verschiedenen 
Tr6pfehenmethoden etwas ns wenn man sehr grol3e i%eihen mit  
versehiedenen N/~hrsubstraten anlegt und unter sehr untersehiedlichen 
~uBeren Verh/~ltnissen sieh entwiekeln l~Bt. 

Zur I%einzucht k6nnen Ge!atineplatten nut  dann verwendet we rden ,  
wenn es sich um Mikrobenarten handelt, deren Temperuturopt imum fiir 
des Waehstum unter 25 ~ C liegt. In  diesem Falle wird des Wachstum 
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aller anderen vorhandenen, an hShere Temperaturen angepal~ten Spezies 
uns Es darf aueh nieht vergessen werden, dal] die raschwfichsigen 
Arten sehr reichhch Stoffwechselprodukte ausscheiden, die sich in der 
ns Umgebung anh~ufen und yon dort aus in die weitere Umgebung 
diffundieren: Dadureh wirken sie auf ihr eigenes weiteres Wachstum 
ungiinstig und hemmen gleiehzeitig die Entwicklung der anderen in der 
Ausstrahlungszone liegenden Zellen bei der Koloniebildung. Es is~ lange 
bakannt, dal~ z. B. die Kolonien des Bacillus~ pyoeyaneus ihre Umgebung 
dureh das yon ihnen erzeugte und abdiffundisrende Pyocyanin keimfrei 
halten, also jedes Waehstum anderer Arten verhindern. 

Die Verwendung yon Agarplatten und Agargelatineplatten zur l%ein- 
kultur bei Temperaturen i~ber 25 ~ C bereitet infolge des Auftretens yon 
Kondenswasser an der Oberfls Sehwierigkeiten. Man ist gezwungen, 
die Platten steril zu giel]en und dann die Vardunstung des Kondenswassers 
~abzuwarten, was immer einige Tage erfordert. Dann erst kann man das 
adfgeschwemmte Bakterienmaterial mit einer Gl~s- oder Platinnadel ader 
dem sparer beschriebenen Platinpinsel aufs~reiehen. Vor neuerlicher 
Kondenswasserbfldung ist man aber keineswags sieher, denn ein Ansteigen 
der Tempera~ur um nur wenige Grade fiber jene Temperatur, bei weleher 
die Vardunstung erfolgt% bewirkt eina sehwache Kondenswasserbi]dung, 
die aber geniigt, Kolonien ineinanderfliel~en zu lassen. 

Bei all.en Gallerteplatten mul~ eine hin]~nglieh dic]ce Sehiehte zur Er- 
starrung gebraeht werden, nachdem in dar flfissigen Gallerte die Mikroben 
mSgliehst gleiehm~t~ig verteilt warden sind. Charakteristische Merkmale 
feinerer Art zeigen aber nur die an der Ober]liiche zur Ausbildung gelan- 
genden Kolonien und aueh nur diese werden in der l%egel zur Abimpfung 
verwendet. Innerhalb der ersten 24 bis 48 Stunden entwiekeln sich aber 
nur jena lebensf~higen Keime zu kleinen Kolonien, die bei der einsetzenden 
~Erstarrung der  Gallerte sich gerade an der Oberfl~che befunden haben 
ur/d dort festgehalten wurden. Wie die Erfahrung zeigt, bleiben in dieser 
giinstigen Lage auf der 0berfl~ehe yon der Gr51~e der gebr~uchliehen 
Petrisehale nur sehr wenige Zellen, die dann in ihrer Entwicklung den 
.anderen in der Tiefe voraneilen. Die in der lq~hrbodanmasse mehr oder 
minder fief eingebetteten Keime waehsei1 langsam zu moist uneharak~ 
.teristischen H~ufehen aus. Erst wenn Teile dieser Ansammlungen die 
Oberfl~che der Gallerte erreiehen, bilden sich van dieser Stelle ausgehend 
einigermal~en typische Kolonien aus, was mehrare Tage erfordert. 

Eine befriedigende Methode der Reinziiehtung bei gleiehzeitiger Er- 
fassung m6glichst aller in einem Gemisch befindliehen Arten mfil~te 
grundss darin bestehen, auf einer Fl~ehe in entspreehender Ent- 
,fernung oder passendem Abstande voneinander Mikrobenzellen festzu- 
halten und ihnen dabei die lebensnotwendigen Nahrungsstoffe in gelSster 
Form zuzuffihren und gleichzeitig die entstehenden Stoffwechselprodukte 
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wegzuschaffe n und endlich die Anwendung beliebiger Temperaturen 
innerhalb 0 und 80 ~ C und die Zucht im Vakuum und beliebigen Gasen 
bei Drucken bis 1 Atfi zuzulassen. 

Allen diesen Belangen kommt nun die beschriebene unglasierte Por- 
Zellanplatte weitgehend entgegen. Sie ist der gegebene Tr/~ger allein und 
in Verbindung mit Gelatine, Agar, Blutserum, Albumin u. dgl. und in- 
folge ihrer Porosit~t der Transporteur fiir die Zufuhr der Nahrung und 
die Abfuhr der Stoffweehselprodukte. 

Fiir die Gewinnung yon I~einkultnren mit Hilfe der Porzellanplatte 
habe ich ira wesentlichen zwei Grundmethoden ausgearbeitet, die nebenbei 
ein aul]erst sparsames Arbeiten in bezug auf den Verbrauch yon Gelatine, 
Agar nnd I~eagenzien gestatten. 

A. F l i i s s i g k e i t  s v e r d i i n n u n g s m e t h o d e n .  

Grundsgtzlieh werden bei diesen Methoden die Bakterien oder Hefen 
in verfliissigter Gallerte ohne jegliehen Zusatz yon Nghrstoffen zur An- 
lage yon Verdiinnungen aufgeschwemmt. Die notwendigen l~ghrstoffe 
werden hingegen als reine NghrlSsungen ohne Gallertezusatz bereitet 
und verwendet. 

Die Durehfiihrung dieser 1Viethode erfordert folgende Vorbereitungen: 
1. Kleine t~roberShren mit je 2 ecru sterfler Gelatine. 
2. Normal grol~e ProberShrchen mit Nghrl6sungen entspreehender Zu- 

sammensetzung. 
3. In  Doppelschalen eingestellte Porzellanp]atten, sterilisiert. 
4. Sterile Wattetamponstgbehen. 
5. PlatinSsen yon 4 mm Durehmesser, Platinimpfnadeln, 
6. Sterile Pipetten der frtiher besehriebenen Art. 
Die Verdiinnungen zur Aussaat der Bakterien werden naeh dem 

Kochschen Prinzip in kleinen ProberShrehen yon 10 mm innerer Weite 
und 12 cm ,Lgnge in verfliissigter Gelatine hergestellt. Um den ein- 
gebraehten Zellen giinstige osmotische Verhgltnisse zu sehaffen, 15st man 
dis Gelatine in einer 0,5~ NaC1-LSsung. Auf 100 cem Koehsalz- 
]5sung nimmt man 2,5 g Gelatine, die man vor der LSsung im Dampf- 
schrank einige Stunden quellen last. Sobald sich die Gelatine gelSst hat, 
neutralisiert man die LSsung mit 0,1 n-Soda- oder NaOI-I-Lauge, wobei 
als Indfl~ator Phenollahthalein verwendet wird. Mit je 2 ecru dieser 
neutralen GelatinelSsung werden die vorsterilisierten, mit Wattebgusehen 
verschlossenen ProberShrchen gefiillt und fraktioniert sterilisiert. 

Zur Herstellung der diinnen Flgehenausstriehe auf der Porzellanplatte 
dienen ,,Wattetamponstiibchen", wie eines in Abb. 2, 1 abgebildet ist. Auf 
ein diinnes Holzstgbehen wird an einem Ende ein Wattetampon auf- 
gedreht und das derart adjustierte Stgbehen in ein Proberohr gesenkt, 
das mit einem Wattebausch verschlossen wird. So zubereitet werden die 
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T~mponst~bchen bei 140 ~ C in Heil~luft entkeimt und dann bis zum 
Gebrauch aufbewahrt.  

Die Platin6sen werden aus 0,3 m m  dickem Pt -Draht  gefertigt. Dabei 
ist darauf zu achten, dab die 0se vollkommen geschlossen isr wodurch 
ein Abfliel]en der Fliissigkeil~ beim ~ber t ragen derselben vermieden wird. 
Aus gMch starkem Material werden die Imp]nadeln gemacht. 

Die Reinzucht wh'd nun folgendermaBen durchgefiihrt: In  einem 
Wasserbad yon 30 bis 35 ~ C wird in drei RShrchen die Gelatine verfliissigt. 
Analog dem Kochschen l~einzuchtverj[ahren ]egt man in einem l~Shrchen 

Abb. 2. 

das ,,Original" dadurch an, dab man in die Gelatine soviel von dem zu 
untersuchenden Bakterienmateria.1 einbringt, bis eine schwache Trfibung 
der Gelatine zu bemerken ist. Durch vorsichtiges Schwenken wird nun 
eine gleichm~Bige Durchmischung und Verteilung der eingeimpften ZeIlen 
vorgenommen. Aus diesem Original fibertrggt man jetzt drei Osen voll 
in das zweite R6hrchen und mischt wieder sorgfs durch. Mit der 
neuerlich ausgegHihten und erkalteten 0se fibertr~gt man nun abermals 
drei 0sen vol! aus dem zweiten t~6hrchen (Verdiinnung l) in d~s drifte 
und mischt wieder sorgfs durch. Damit  ist die Verdiinnung 2 angelegt. 
Eine geniigende Durchmischung ist nach 50- bis 60maligem Umschwenken 
unter Vermeidung des Benetzens des Watteverschlusses erreicht. Ws 
dieser Verdfinnungsarbeit kiihlt man die mit  der gews N/~hrlSsung 
und den Porzellanpla~ten beschickten Petrischalen, wie sie 2 der Abb. 2 
darstell~, im Kfihlschrank auf 0 ~ ab. Ich beniitze meist die mit  drei 
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Platten ausgestatteten gr6Beren Doppelschalen, um gleichzeitig yon jeder 
Verdiinnung drei Aufstriche machen z u  k5nnen. Es  b i e t e t  dies den 
Verteil, nach dem Angehen der Kolonien fiir die Abimpfung nach ver- 
schiedenen Zeiten bei kurzer Ltiftung je eine Platte entnehmen zu kSnnen, 
die dann nicht mehr  in die Sghale zuriickgestellt werden, sondern als er- 
ledigt zur Reinigung kommen. 3Iunmehr taucht man einen St/~bchen- 
tampon in die erste Verdfinnung bei sehr/~g gehaltenem RShrehen ein 
und 1/~Bt ihn sich vollsaugen. Je tz t  bestreicht man in rasehen und gleieh- 
m/~Bigen Ziigen die Oberflache der gekiihlten Plat ten bis etwa 5 mm zum 
glasierten Rand, wie es aus 2 der Abb. 2 ersiehtlich ist. Auf der gekfihlten 
Platte erstarrt  dieser diinne Aufstrich fast augenblieklich. Die Schale 
kommt nun in den Brfitsehrank und  kann bei Temperaturen his 22 ~ C 
gehalten werden. Gleiches geschieht mi~ der Verdiirmung 2. Aui den 
Aufstrich des Originals verziehte ich meist, da hier die Zellen sehr nahe 
aneinander liegen und es daher zu keiner brauchbaren Koloniebildung 
kommen kann. 

Wenn man mit der 1NahrlSsung besonders sparsam umgehen will, 
kann man auf einer Platte die Ausstriehe beider Verdiinnungen machen, 
wie es aus 3 der Abb. 2 zu erkennen ist. Dabei stellt man in entspreehender 
Entfernung v o n d e r  Verdfinnung 1 einen und yon der Verdfinnung 2 
zwei Aufstriehe her. 

Die Reinkultivierung anaerober Bakterienarten mit dem neuen Platten- 
verfahren bietet keine Sehwierigkeiten, wenn hierzu die yon mir an- 
gegebenen Methoden zur anaeroben Bakterienkultur in Weekgls ver- 
wendet werden 4. Dieses Verfahren ermSglieht auch die Zucht in beliebigen 
Gasen. 

Wenn es sieh um die Isolierung yon Spaltpilzarten handelt, die ihr 
Waehstumsoptimum bei h6heren Temperaturen haben, wird die Gelatine 
durch Agar ersetzt. 

Die tIandelsdroge ,,Agar-Agar", einerlei yon welcher Form, ist ihrer 
I-Ierkunft und Bereitungsweise naeh stark verunreinigt und enth~lt viele 
15sliehe organisehe und anorganisehe Stoffe. Durch einfaehes Auswi~ssern 
erreieht man keine voile I~einigung. Deshalb lasse ich ks Agar 
aus/aulen. Zu diesem Zweeke wird die zerkleinerte Droge, meistens handelt 
es sieh um Fadenagar, in hohe  und weite Standzylinder gebracht, die 
dann mit Leitungswasser gefiillt werden. Wegen der groBen Quellf~hig- 
keit dieses wasserunl6slichen Kohlehydrates darf man die Zylinder mit 
Agar nur bis zur tt/ilfte besehieken. Bei Zimmertemperatur gehalten, 
setzt a]sbald ein mit Gasbildung verbundener Zersetzungsvorgang ein, 
tier naeh zirka 14 Tagen beendet ist. Dabei bleibt die Getose, das Kohie- 

F. Fuhrmann, Zur anaeroben Kultur in Weckgl~sern. Zbl. Bakteriol., 
Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt. I I  Bd. 104 (1942). 
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hydrat des Agars, auf die es ja ankommt, vollkommen unangegriffen. 
Nun wird 24 Stunden fang in:flie~endem Leitungswasser ausgewasehen 
und schliel~lich ebensolange in 5fter gewechseltem destilliertem Wasser 
nachgews Nun erfolgt die Trocknung des ausgefaulten Agars auf 
mit Organtin bespannten tIfirden in einem staubfreien luftigen Raum 
bei Zimmertemperatur. 

Fiir die Reinzucht benfitzen wir eine 0,3%ige Agargallerte, die genau 
so verarbeitet wird, wie frfiher ffir die Gelatine beschrieben. Es entf~Lllt 
nur die Neutralisation, da ausgefaulter Agar neutral reagiert. Die Ver- 
flfissigung mul~ aber bei Siedetemperatur vorgenommen werden. Ohne 
Erstarrung kann dann auf 30 ~ abgekfihlt werden, bei welcher Temperatur 
die Verimpfung und das Aufstreichen erfolgt. Die wiedererstarrte Sehichte 
wird erst wieder bei Temperaturen fiber 80 ~ fliissig. Diese Eigenschaft 
gestattet es gerade, sehr hohe Zfichtungstemperaturen anwenden zu 
kSnnen. 

Wie schon friiher angedeutet, zeigt die Agargallerte die unangenehme 
Eigenschaft, nach ihrer Erstarrung Kondenswasser auszupressen, das 
ihre Oberfls iibersehwemmt, so dab angehende Oberflgchenkolonien 
durcheinandergespfilt werden. Dadurch wird jede Isoliertmg unm6glieh 
gemaeht. Bei der iiberaus dfinnen Agarschicht, die wir auf der Por- 
zellanplatte herstellen, wirkt sich diese Eigenschaft nicht st6rend aus, 
weft die geringe Menge austretender Flfissigkeit sofort in das Porzellan 
diffundiert. 

B. I s o l i e r u n g s m e t h o d e  durch  Auss t r ich .  

Schon seit langer Zeit sind auch Methoden in Gebrauch, die Ver- 
dfinnung in Flfissigkeiten durch sukzessives Abstreifen yon Keimen von 
einem Platindraht oder Glasfaden auf eine Gelatine- oder Agarplatte zu 
ersetzen. Diese Verfahren der Mikrobenisolierung und Reinzfichtung 
lassen sich ohne weiteres mit Hilfe der Porzellanplatten durchffihren 
und leiten sozusagen zur ,,Porzellanplattenkultur" im allgemeinen fiber. 

Bei dieser Isolicrungsmethode legt m~n keine Verdfilmungen in den 
ver~Ifissigten G~llerten an, sondern schwemmt das Untersuchungsmaterial 
in Leitungswasser oder besser in einer sterilen physiologischen Kochs~/lz- 
15sung auf. Zur Herstellung des Isolierstriches auf dem dfinnen Agar- 
oder Gelatinefiberzug der Porzellanplatte, der entweder mit der in A. an- 
gegebenen GelatinelSsung oder einer 0,3~ AgarlSsung mit dem 
Tamponst~bchen aufgetragen wurde, beniitzt m a n  Platinnadeln oder 
Platinpinseln. Letzteren gebe ich den Vorzug. Der Platinpinsel, riehtiger 
Platiniridiumpinsel genannt, wird yon einem in  das Ende eines Glas- 
stabes eingesehmolzenen Bfindel 0,03 bis 0,04 mm dicker Platiniridium- 
dr~hte (zirka 20 Stiick) in einer L~tnge yon 3 cln gebfldet, t~eines Platin 
wfirde daffir zu welch sein. Einen solchen eben ausgeglfihten und er- 
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kalteten Pinsel taueht man 2 em fief in die Bakterienaufsehwemmung ein 
and Iiihrt bei leiehter sehr/~gstehender Anflage des Pinsels parallele Striehe 
aus, wobei sieh die Keime lgngs der Striehe verstreut auf der Gallert- 
oberfl~tehe abstreifen. Die weitere Zttehtung erfolgt wie ffir A. angegeben. 

4. P o r z e l l a n p l a t t e n - M i k r o b e n k u l t u r .  

Die unglasierte Porzellanplatte bietet aber auch als Unterlage ffir 
Bakterien- und Hefekulturen vie]e Vortefle gegeniiber ~ bisher ge- 
brauehlichen Fliissigkeitskulturen in ProberShred und besonders gegen- 
fiber den Agar- und Gelatinekulturen in mehr oder minder groBen Probe- 
rShren. Denn sie alMn ermSglicht eine strikte Trennung der sich ent- 
wickelnden Zellen yon den sie ern/s L6sungen. Diese sind und 
bleiben zellenfrei. Der Austausch der Stoffe erfolgt ]ediglich dutch die 
Porzellanwand hindurch. Ich m6chte sagen, die Ern/~hrung, jede Mikroben- 
]eistung und der Aus~auseh aller Stoffe auBerhalb der Zellen vollzieht 
sieh reinlicher und kann in der dauernd steril bleibenden Flfissigkeit 
leichter fiberblickt warden. Wie sehon einmal erw/~hnt, finder dureh eine 
passende Auswahl und Anwendung des Verhs zwischen Zellen- 
und Flfissigkeitsmenge eine so weitgehende Verdfinnu.ng der 16s]ichen 
Ausseheidungsprodnkte start, dab eine P~iickbeeinflussung des Wachs- 
rums yon dieser Seite so gut wio ausgesehlossen ist. Jede ehemische oder 
osmotische Wirkung auf das Zellenleben dureh bestimmte Stoffe und 
Verbindungen in beliebiger Konzontration kann durch die Porzellanwand 
hindurch ausgelSst werden. Bei diesem neuen Zuchtverfahren treten 
auch die artspezifisehen Wachstumsmerkmale, die sieh in der Formung 
der ganzen Zelle und ihrer unter dem Mikroskop morphologiseh erfal3- 
baren Inhaltsk6rper ausdrficken, markanter hervor. Die Bakterien- 
systematik und Diagnostik erh&lt in diesem neuen Kulturveriahren einen 
wertvollen Behelf zur Feststellung der Entwicklungskreise der ver- 
sehiedenen Bakterienarten auf einwandfreier Grund]age. Eine weit- 
gehende Kenrttnis der Entwieklungszyk]en der Baklberien bildot sehtieBlich 
und endlich doch die einzige verl/~131iche Basis fiir die Artenunterscheidung 
und Diagnose. 

D i e :  neue ~ beruht grundsSotzlieh darauf, auf einer 
dfinnen, m5glichst indifferenten, gallertigen Zwisehenschicht, die auf die 
Porzellanplatte, wie frfiher bei der l~einzucht beschrieben, aufgebracht 
ist, Striehkulturen n i t  IIilfe einer sterilen Glas- oder Platinnadel anzu- 
legen und die notwendigen N~hrstoffe aus sterilen N/s auf d e n  
Diffusionswege dureh die Porzellanplatte hindurch zuzufiihren. 

Die praktische Durchffihrung dieser Kulturmethode bietet keine 
Schwierigkeiten. Die dfinne Gallertzwischenschicht stellt man nach der 
in A. gegebenen Vorsehrift mit einer 3~ Gelatine- odor 0,3~oigen 
Agarl6sung her. Naeh erfolgter Erstarrung =fiihrt. man die Impfstriche 
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mit der leicht auf der Oberfl/~che in geeigneter Stellung gezogenen Platin- 
nadel aus, wobe iman  auf einer Platte in einem Abstande yon etwa 5 mm 
mehrere Striche parallel maeht. Auf diese Weise wird die Oberfl/~che gut 
ausgeniitzt und man gewinnt grSSere Kulturmengen. 

In die Schale kann man jede Art yon flfissigen ~/~hrbSden bringen, 
einerlei welche Reaktion sie besitzen. Die weitere Ziiehtung erfolgt bei 
beliebiger Temperatur bis 75 ~ C, so dab auch alle thermophilen Bakterien- 
arten gedeihen. Die anaerobe Zucht li~Bt sich ohne weiteres in meiner 
Weckapparatur (i. c. S. 121) ausfiihren. 

W e a n  man besonders zeitsparend arbeiten will, karm man bei der 
Vorbereitung aller angegebenen Methoden die Fliissigkeitsdurchtriinkung 
der trockenen Platten im Vakuum vornehmen, wozu sich die genannte 
Weckapparatur sehr gut eignet. Schon naeh wenigen Minuten zeigt dabei 
die Plattenoberfl/~ehe einen matten schwaehen Glanz als Zeichen der 
vollzogenen Durchtri~nkung. 

Sehlie$1ieh sei noeh kurz auf besondere VerwendungsmSglichkeiten 
der Porzellankulturplatten hingewiesen. 

Sehr gut 1/~$t sieh mit dieser Kulturmethode der Efi~fluB yon Gfften, 
iiberhaupt von allan 15sliehen diffusiblen Verbindungen au~ die roll  
entwickelten Zellen untersuchen. Zu diesem Zwecke legt man zuerst 
van der Bakterienart unter Verwendung der gfinstigsten N/ihrflfissigkeit 
Plattenstriehkulturen an. Von solchen gut angewachsenen jungen Kul- 
turen macht man mit der PlatinSse Abstriche auf eine Porzellanplatte 
ohne Gallertzwischenschieht, die yon der zu prfifendefl LSsung dutch 
did Porzellanschicht hindurch benetzt wird. In stfindlichen Zeitinter- 
vallen nimmt man dann mit der Impfnadel Bakterienproben ab und 
untersucht die eingetretenen Zellver/~nderungen. 

In gleicher Weise lassen sich aueh Desinfektionsmittel mit Test- 
kulturen auf ihre bakterizide Wirkung priifen, indem man mit den ab- 
genommenen Bakter~enproben RShrehenkulturen mit Fleischbrfihe impft 
und mit solehen Reihenkulturen jene Einwirkungszeit ermittelt, naeh 
welcher die Bakterien entwicklungsunfiihig geworden sind. Unter diesen 
Bedingungen ist der Desinfektionsversuch einwandfrei, da die Desinfek- 
tionswirkung etwa hemmende Einfliisse von sonst beim Verimpfen 
mitiibertragener N/~hrlSsung ausgeschaltet sind. 

Auch die gegenseitige Beeinflussung zweier Bakterienarten durch ihre 
ausgeschiedenen Stoffe kann mit ttilfe der Porzellanplatten untersucht 
werden. Au/ die Platte mit der Gallertzwisehenschicht wird die eine 
Bakterienart verimpft und geziiehtet und gleiehzeitig in die N/~hrflfissig- 
keit die andere Art einges/~t. Bei dieser Versuchsanordnung haben wir 
zwe~ Bakterienarten r~umlich getrennt in derselben N/~hrflfissigkeit, 
w/~hrend ihre 15slichen Ausscheidungsprodukte dureh die Porzellanwand 
hindurch ZutrRt zu beiden Arten haben. 
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Die Untersuchung der von den Bakterien erzeugten und yon ihren 
lebenden Zdlen in die Kulturfliissigkeit abgegebenen Wirt~sto//e erfordert 
meistens eine Abscheidung der Zellen aus dem N/~hrsubstrat durch Ultra- 
filtration mit Uber- oder Unterdruck. Solche Filtr~tionen verlaufen sehr 
langsam und sind infektionsfrei sehr schwierig durchzufiihren, da keine 
Desinfektionsmittel zugegeben werden diirfen: Sie wfirden ja alle Bakterien 
tSten und der Autolyse derselben Tiir und Tor 6ffnen und damit alle 
15shchen Zellinhaltsstoffe in die Fliissigkeit gelangen lassen. Wir wollen 
aber nur die yon den lebenden Zellen ausgesonderten Wirkstoffe in der 
zellenfreien NKhrl6sung untersuchen. Hier dfirfte die Porzellanplatten- 
kultur groBe Vorteile bieten,  

Jedenfalls weisen die aufgezeigten Verfahren neue Wege zur Ver- 
feinerung und Vertiefung der Erforschung des Bakterienlebens an sich 
und der von B~kterien und Helen beeinflul~ten Vorg/~nge. 


