II.

Die Wachsthumsverhiltnisse des Staphylococcus

pyogenes aureus, Bacilles anthracis, Strepto-

coccus pyogenes, Streptococcus erysipelatis im
keimfreien Hundeeiter.

(Aus dem pathologischen Institut der Universitit Greifswald.)

Von Assistenzarzt Dr. Eichel.

Die nachfolgenden Versuchsreihen wurdén unternommen, um
das Verhalten einiger der bekanntesten pathogenen Mikroorganis-
men in einem Nihrboden zu untersuchen, der ihnen im Reagens-
glase moglichst dieselben Lebensbedingungen bot, wie solche
innerhalb des lebenden Organismus gegeben sind; es sollte vor
Allem nachgesehen werden; ob der Eiter — ohne den lebenden
Einfluss der Zelle — fiir sie zum Leben dienen kinne oder nicht,
und weénn Ersteres der Fall sein sollte, ob sie sich in ithm ver-
" mehrten, wenn Letateres, ob sie in ihm abgetédtet oder nur in
ihrer Entwickelung gehemmt wurden.

Als Versuchsmaterial diente einerseits aus frischem mensch-
lichen Eiter durch Plattenverfahren gewonnene Reinculturen (Sta-
phylococcus aureus und Streptococcus pyogenes-Reinculturen des
Streptococcus erysipelatis aus dem -hygieinischen Institut des
Herrn Professor Liffler, Bacillus anthracis aus dem Blute einer
nach Impfung an Milzbrand zu Grunde gegangenen Maus; an-
dererseits wurde der Eiter durch Injection von Oleum terebin-
thinae bei Hunden gewonnen und in einer sogleich zu beschrei-
benden Weise als Ndhrboden benutzt.

Es sei gestattet, an dieser Stelle nochmals®) darauf hinzu-
weisen, dass es, um zu einem glinstigen Resultate zu gelangen,

1) Vergleiche die Angaben von Grawitz und de Bary. Dieses Archiv
Bd. 108. 8.94.
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nothwendig ist, nicht zu grosse Quantititen von Terpenthin zu
nehmen, da dieselben Nekrose machen. Es begegnete mir nehm-
lich Anfangs, als ich in der Meinung: viel hilft viel, 3—Db cem
einspritate, um recht viel Eiter zu bekommen, dass ich ein ausser-
ordentlich starkes serGses Exsudat — die ganze Bauchgegend des -
mittelgrossen Hundes war geschwollen — und in demselben einige
nekrotische Gewebsfetzen, aber keinen Eiter bekam. Das Terpen-
thindl wurde bel den ersten Versuchen durch mehrmaliges Auf-
kochen sterilisirt, spater wurde die Sterilisirung als tberfliissig
fortgelassen. Hatte sich am dritten Tage meist der Eiter ge-
senkt, so wurde die Haut iiber dem Abscess geschoren und ra-
sirt, der ganze Hund gewaschen, die Stelle der beabsichtigten
Incision und ihre Umgebung mit Alkohol, Aether und 1 pro mille
salzsaurem Sublimat gereinigt, dann wurde unter schichtweiser
Durchtrennung der Subeutis und unter sorgfiltigster Blutstillung
bis auf die Abscesswand geschnitten, dieselbe gespalten und der
Eiter in Erlenmeyer’schen Kélbchen aufgefangen. Derselbe war
dickfliissig, gelb, mikroskopisch zeigte er zahlreiche mehrkernige
Zellen, seine absolute Keimfreiheit ergaben sofort bei der Ent-
nahme angelegte Platten. Die Erlenmeyer’schen Kdlbchen wur-
den, nachdem der etwa benetzte Rand durch Abglihen sterili-
sirt war, mit Wattepfrdpfen versehen und nachdem vorsichtig
oben auf den Wattebausch ein Tropfen Sublimat gebraght, —
durch Gummikappen geschlossen. In dieser Art aufbewahrt, hielt
sich der Eiter beliebig lange, — die lingste Untersuchungsdauer
1at‘15 Woachen, — vollstindig  keimfrei. Eine Zersetzung des-
selben trat n'ie ein, es machte sich die vorgehende Umwande-
lung mikroskopisch geltend, indem zuerst der Zellenleib auf-
gelést’ wurde und dann nach etwa 10—15 Tagen auch die Kern-
farbung nicht mehr gelang.

Eine andere Veréinderung, wenn man so sagen darf, des
Eiters war die, dass sich 2 verschiedene Schichten in ihm bil-
deten, nach 1—2 Stunden hatten sich die meisten festen Be-
standtheile gesenkt, es stand {iber ihnen eine klare mehr oder
weniger gelblich bis briunliche Fliissigkeit, die nach kiirzerer,
oder langerer Zeit, je nach der Menge der beigemischten rothen
Blatkérperchen dunkler wurde. Bei den Versuchen wurde még-
lichst darauf gesehen, was bei einiger Achtsamkeit leicht gelang,
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das Eiterserum und den Eiter getrennt zu erhalten, beide wur-
den nebeneinander in gleicher Weise verwandt.

Die. erste Versuchsreihe wurde mit Staphyloccus aureus
allein. vorgenommen. In ein sterilisirtes. Reagensrohr wurden
etwa b cem Eiter gebracht und demselben von einer verfliissig-
fen Gelatinecultur 1 com - zugesetzt und dem Briitsechrank bei
37° C. iibergeben. Vom 18. Januar bis 1. Februar 1889 sind
auf den Platten, welche taglich angelegt wurden, Aureuscolonien
nachweisbar.

Es schien nach diesem ersten Versuch, als vermdchte der
Aureus im Eiter zu leben, es kam nunmehr darauf an festzu-
stellen, ob er sich darin zu vermehren vermdchte. Ein in glei-
cher Weise mit.Eiter beschicktes Reagensrohr wurde daher mit
einer Oehse missiger Grosse einer verfliissigten Aureusgelatine-
caltur geimpft, die nach Umschiitteln des Eiters sofort angeleg- .
ten Platten ergaben die charakteristischen Colonien, am Tage
darauf waren weniger Colonien auf den angelegten Platten ge-
wachsen, am dritten Tage nur noch 3, und vom sechsten Tage
an gelang es iiberhaupt nicht Aureuscolonien zur Entwickelung
zu bringen (siehe Tabelle I). Die Impfungen mit den von den
Platten erhaltenen Reinculturen bei Thieren ergaben die Virulenz
der Kokken.

Hieraus geht hervor, dass der Aureus im Hundeeiter sich
zu vermehren nicht im Stande war, ja, dass er in geringer Menge
eingebracht darin zu Grunde ging. Es handelte sich nun zu-
nachst darum festzustellen, wie viel Aureus in den Eiter hinein-
gebracht werden konnte, ohne dass eine lingere als Htigige Ent-
wickelung zu Stande kam. Es wurden neben einander Réhren
mit je 1, 2, 4, 8, 12, 24 Ochsen beschickt, in keiner gelang es
linger als die angegebene Zeit Aureus am Leben zu erhalten.
Eine deutlich sichtbare Verschiedenheit zwischen den am 5. Tage
gewonnenen Colonien und denen der frilheren Tage beziiglich
ihrer Grosse und Virulenz liess sich nicht feststellen.

War so der Eiter an und fiir sich ungeeignet dem Aureus
als Nihrboden zu dienen, so lag die Frage nahe, ob etwa der
Eiweissgehalt desselben dem Mikroorganismus zu concentrirt
wire. Um dies zu entscheiden, wurde in folgender Weise ver-
fahren. Keimfreier Eiter wurde mit 8 Tage lang durch Auf-
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kochen sterilisirtem destillirtem Wasser versetzt im Verhiltniss
von 1:1,1:2, 1:4, 1:8. Der Eiter sank im Wasser zu Bo-
den, er warde durch vorsichtiges Umschiitteln, sowie durch ste-
rilisirte Glasstibe mehrmals am Tage in moglichst innige Be-
rihrung mit dem Wasser gebracht. Die angelegten Platten er-
gaben, dass das Gemisch keimfrei geblieben war, der Aureus
vermochte sich in der Rohre mit 8 Theilen Wasser nicht einen
Tag linger zu erhalten, wie in dem reinen Eiter (siehe Ta-
belle II).

~ In gleicher Weise wurde mit dem diber dem REiter stehen-
den Eiterserum verfahren, auch hier zeigte sich iiberall das
gleiche Verhiltniss, nach b Tagen zeigte keine Platte mehr éine
einzige Colonie (sieche Tabelle III).

Alle diese Versuche sind zu -verschiedenen Zeiten wieder-
holt worden, und da sich regelméssig dasselbe Ergebniss her-
ausgestellt hat, so mdchte ich daraus die folgenden Schliisse
ableiten: 1) Der keimfreie Hundeeiter ist ein ungeeigneter Nihr-
boden fiir den Staphylococcus aureus. 2) Der Hundeeiter ent-
hilt eine Substanz, welche den Staphylococcus aureus auch ohne
Lebensthitigkeit von Zellen in seiner Keimfdahigkeit vernichtet.
3) Abschwichungen, welche etwa dem Absterben der Kokken
voraufgehen konnten, kamen nicht zur Beobachtung. 4) Die
Menge der in den Eiter. eingebrachten Kokken ist von wesent-
licher Bedeutung . fiir die Zeitdauer des Absterbens, da sehr
grosse Mengen viel schwerer abgetddtet werden als kleine. Eine
Erklirung fiir diese Unterschiede ldsst sich zur Zeit nicht geben,
da die Natar des im Eiter enthaltenen schiddigenden Princips
noch vollig unbekannt ist. B) Wasserverdiinnung hebt die Wir-
kung des Eiters nicht auf.

In gleicher Weise, wie fiir den Staphylococcus aureus an-
gegeben, habe ich Prifungen iiber das Verhalten des Mils-
brandbacillus a) im reinen Eiter, b) im verdiinnten Eiter,
¢) im reinen Eiterserum, d) im verdiinnten Eiterserum ange-
stellt und téglich durch Entnahme von Proben und Uebertra-
gung derselben auf Gelatineplatten die Wirkung dieser Nahrbsden
controlirt. _

Bei Uebertragung einer Oehse einer Gelatineultur des Milz-
brandbacillus in die 4 verschiedenen Fliissigkeiten ergab sich
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vom 1 Tage an eine Abnahme der Colonien auf den Platten;
etwa vom dritten Tage ab horte das Wachsthum @iberhaupt auf,
oder es, kam nur ausnahmsweise eine oder die andere Colonie
zur Entwickelung. Auch beim Anthrax wuarde die Frage er-
wogen, ob dem Absterben der Bacillen etwa ein Stadium abge-
schwichten Wachsthums mit beschrinkter Virnlenz voraufgehen
mbehte, allein diejenigen Bacillen, welche "bis zum dritten Tage
auf den Platten ausgekeimt waren, brachten bei weissen Miu-
sen regelmissig Milzbrandinfection mit todilichem Ausgang her-
vor. Dasselbe Ergebniss erzielte ich mit Milzbrandculturen,
weleche bis zur Bildung reichlicher Sporen gediechen waren.
Auch hier Absterben der Mikroorganismen bis zum dritten Tage,
nur einmal eine am sechsten Tage, die virulent war (siehe
Tabelle IV).

Es geht aus diesen Versuchen, die mehrfach wiederholt
wurden, hervor, dass der Staphylococcus aureus und Bacillus
anthracis 1) im keimfrelen Hundeeiter nicht lebend zu bleiben
vermdogen, 2) dass sie sich nicht darin vermehren, 3) dass eine
Verdiinoung des Eiters auf ihr Wachsthum keinen Einfluss hat.
Das fiir den Eiter Gesagte gilt in gleichem Maasse fiir das Hiter-
serum,

Wenn man den beschriebenen Versuchen den Einwand ent-
gegenhalten wollte, dass nicht der Eiter als solcher, sondern
das in ihm enthaltene Terpenthingl das keimtddtende Bakterien-
gift -enthalten habe, so verweise ich einmal auf die im Bd. 116,
8. 184 gegebene Ausfiihrung von P. Grawitz, ferner aber auf
die hier sogleich zu besprechenden Erfolge, welche ich mit den
anscheinend sehr nahe verwandten Mikroorganismen, dem Strepto-
coccus pyogenes und erysipelatis erzielt habe. Diese verhielten
sich ganz entgegengesetat.

Bei ihnen gelang es stets — die ldngste Versuchsdauer war
4 Wochen — die typischen Colonien zur Entwickelung zu brin-
gen und es liess sich nachweisen, dass die Anzahl dersclben bis
etwa zum sechsten Tage zunahm und sich von da ungefihr con-
stant erhielt, jedenfalls gelang es noch am dreissigsten Tage Co-
lonien von Streptokokken zu entwickeln, die auf Stichculturen
iibertragen das typische Wachsthum zeigten (siehe Tabelle V
und VI). Die Impfversuche ergaben fiir Streptococcus pyogenes
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beim Kaninchen positive Resultate. Die Thiere bekamen nach
Impfung an der convexen Seite des Ohres, am 2. bis 8. Tage
Rothung und Entziindung des ganzen Ohres. Hiufig bildete sich
an der Impfstelle ein etwa bohnengrosser Abscess, aus demselben
liessen sich Streptokokken ziichten. Wurde der Abscess nicht
erdffnet, so blieb er bis 14 Tage bestehen, um dann allmihlich
zu verschwinden. Allgemeinerkrankung wurde nicht beobachtet,
ebenso wurde bei Injection in die Blutbahn eine Allgemein-
infection nicht erreicht.  Auch bei Einspritzung von 3 cem einer
stark getriibten Bouilloncultur in die Ohrvene trat eine Erkran-
kung nicht ein, besonders blieben die Gelenke gesund.

Die Impfversuche mit Streptococcus erysipelatis liessen deut-
liche Erfolge nicht erkennen, es lag dies wohl daran, dass eine
frische virulente Cultur mir nicht zur Verfiigung stand.

Es erhellt aus diesen Versuchen, dass sowohl der Strepto-
coccus pyogenmes wie erysipelatis im keimfreien Hundeeiter zu
leben und sich eine Zeitlang zu vermehren vermag. — Da pun
bekanntermaassen beim Menschen in solchen Eiterungsprozessen,
welche mit der #usseren Luft in Verbindung stehen, Eiterzer-
setzungen vor sich gehen, welche durch andere Bakterien her-
vorgebracht werden, so schien es von Wichtigkeit, zu erfahren,
ob hierbei die eigentlichen als Eiterkokken bekannten Verbreiter
der Entziindungen in ihrem Wachsthum gestért wiirden oder
nicht. Da es unmoglich wire, alle diejenigen Mikroben, welche
Fiulniss erregen konnen, hierauf einzeln zu priifen, so begniige
ich mich mit der Beschreibung zweier Arten, welche ich aus
derartigem zersetzten Eiter vom Menschen durch Reincultur ge-
wonnen habe.

In dem Eiter, der mir als Ausgangsmaterial fiir die Ge-
winnung des Staphyl. aureus und Streptococeus pyogenes diente,
zeigte sich bei den mikroskopischen Untersuchungen, sowie in
den Culturen ein kurzes Stibchen von etwa 4 u Linge und 2w
Breite.  So oft dasselbe in dem Eiter war, war derselbe nach
3—4 Tagen, mochte er vorher noch so dickfliissig sein, diinn-
fitissig, es gelang kein Eiterkorperchen mehr zu firben, der
Aureus der vorher im Riter reichlich vorhanden gewesen, war
dann aus ihm verschwunden.

Archiv f. pathol. Anat. Bd.121. Hf. 1. 4
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Rein geziichtet zeigte der Bacillus in der Stichcultur in Ge-
latine wie Agar lings des ganzen Impfstichs Wachsthum. Am
Einstich erhob er sich beim Agar nagelknopfférmig iiber die
Oberfliche, verflissigte dasselbe gar nicht, wihrend die Gelatine
nur sehr allméhlich nach 5—6 Tagen verfliissigt wurde, hierbei
bildete sich in den &lteren Culturen ein Geruch nach Himbeeren,
der auch auf Platten die Aufmerksamkeit auf den Bacillus lenkte.
Auf schrigem Agar bildete er einen fest zusammenhiingenden
gelben Ueberzug, auf Gelatineplatten wuchs er in runden, etwas
ausgezackten kornigen, gelben Colonien, welche die Gelatine erst
am finften Tage verflissigten. Pathogene Wirkung auf Kanin-
chen und weisse Miuse hatte er nicht.

Brachte ich von diesem Bacillus eine Oehse in b cem Eiter,
dem 2 com einer verfliissigten Aureus-Gelatinecultur zugesetzt
war, so gelang vom 4.— 6. Tage die Entwickelung des Aureus
nicht mehr, wihrend sie sonst bei Zusatz von soleh ungeheuren
Mengen Aureus, wie zu Beginn der Arbeit erwihnt, die 4fache
Zeit gelang. Mit Aureus zusammen in verfliissigte Gelatine ge-
bracht, entwickelte sich nach gehdriger Vermischung nur der
Bacillus. Um festzustellen, ob der Bacillus durch Entziehung
von Néhrmaterial oder durch Entwickelung eines Ptomains seine
wachsthumshemmende Wirkung ibe, wurde ein Erlenmeyer’-
sches Kolbchen mit etwa 20 cem Gelatine und einer Reincultur
des Bacillus 4 Tage im Briitschrank gehalten, der Bacillus lag
in dicker gelber Schicht am Boden der sonst klaren Gelatine,
sodann wurde der Bacillus, an dem Sporenbildung nicht bemerkt
war, durch B Tage hindurch eine Stunde auf HO° erhitzt, dass
er in der Gelatine abgestorben, ergaben angestellte Plattenver-
suche. Von den so erhaltenen Stoffwechselproducten des Bacil-
lus wurden zu reiner Gelatine zugesetzt im Verhiltniss von 1:1,
1:5, 1:10, das Gemisch bei 30° verfliissigt und nach dem Er-
starren (auch die erste Mischung erstarrte vollkommen fest)
Stichculturen von Aureus angelegt. Dabei zeigte sich, wahrend
die gleichzeitig angelegten Controlculturen normales Wachsthum
boten, in den Rohren mit 1:1 erst am dritten Tage, in den
beiden anderen am zweiten Tage Wachsthum, die Rohre mit
1:1 wurde, wihrend der Impfstich bis zum Boden reichte nur
etwa zu ein Viertel, die beiden anderen allerdings ldngs -des
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ganzen Impfstiches aber viel langsamer als die Controlrohren
verfliissigt. Das Wachsthum des Staph. aureus wird also durch
die Anwesenheit dieses, den Eiter verfliissigenden und Himbeer-
geruch verbreitenden Bacillus, sowie darch seine Stoffwechsel-
producte verzigert. '

Bei Bacillus anthracis, Streptococcus pyogenes und Strepto-
coccus erysipelatis war eine Wachsthumshemmung nicht zu be-
merken.  Aehnlich, nur in geringerem Maasse, zeigte seine
wachsthumshemmende Kraft bei in gleicher Weise angestellten
Versuchen ein aus menschlichem Eiter, der mir durch die Giite
des Herrn Professor Helferich zugestellt war, geziichteter Sta-
‘phylococcus. Derselbe wuchs auf der Platte in Colonien, die
vom Staphylococcus albus nicht za unterscheiden waren, beim
Impfstich zeigte er jedoch in Gelatine erst nach 4—5 Tagen
eine trichterformige Verflissigung mit einer den Trichter aus-
kleidenden zusammenhingenden Haut. Auf schrigem Agar bil-
dete er einen weisslichen das Agar nicht verfliissigenden Belag.

Auch er war den 3 anderen Mikroorganismen gegeniiber
unwirksam und nicht pathogen. _

Die Vermischung der Stoffwechselproducte des Bacillus und
Staphylococcus mit Gelatine wurde auf ihre Reaction nicht ge-
priift. ‘

Zusammenfassend ergiebt sich aus den angestellten Ver-
suchen:

Staphylococcus aureus und Bacillus anthracis gehen im keim-
freien Hundeeiter zu Grunde. So lange als ihre Colonien auf
der Platte erschienen, ist eine Abnahme der Virulenz nicht fest-
zustellen. Streptococcus pyogenes und erysipelatis vermégen im
gleichen Eiter zu leben und sich zu vermehren, der Streptococ-
cus pyogenes bleibt dabei sicher virulent.

Zum Schluss meiner Arbeit verfehle ich nicht Herrn Pro-

fessor Grawitz fir seine giitige Anregung und Unterstiitzung
meinen Dank auszusprechen.

4*



Tabelle 1L

Keimfreier Hundeeiter mit einer Oehse Aureus-Gelatine-Cultur.
25. Mai 1889 beschickt.
Platten.
25, Mai + 26.Mai + 27.Mai 4+ 28.Mai + 29.Mai 4 30.Mai
31. Mai — 6. Juni —

Tabelle I

Keimfreier Hundeeiter mit 1 Oehse Aureus-Gelatine- Cultur und
sterilisirtem destillirtes Wasser.

Eiter Biter Eiter Eiter Riter
rein 1:Wasser1|{1:Wasser2|1:Wasser4|1: Wasser8

12. Juni ~+ -+ -+ -+ -+
13, - =+ -+ -+ -+ -+
4. - -+ -+ -+ -+ -+
15, - + + + + +
16, - -+ -+ -+ -+ +
17, — 24, Juni — — — — —
Wiederholt

1. August -+ -+ -+ -+ -+
2. - ~+ -+ -+ -+ -+
3. - “+ + + -+ -+
4. - -+ -+ - -+ -+
5. - + -+ -+ -+ -+
6.—12. Aug. — — — — —
Wiederholt 22. Januar 1890.
22, Januar -+ -+ -+ - -4
23. - + + + + +
24, - -+ -+ -+ -+ -+
25. - + + — + ?
26. Januar bis

3. Februar — — —_ — —
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Tabelle V.

Streptocoecus pyogenes.

Keimfreier Hundeeiter mit 1 Oehse verflissigter Streptococcus- | Keimfreies Eiterserum mit 1 Oehse verfliissigter Streptococcus-
Gelatine und Wasser. Gelatine und Wasser.
Eiter Eiter Eiter Eiter Eiter Serum | Serum Serum | Serum | Serum
rein  [1:Wass.1/1:Wass.2{1:Wass.4{1:Wass. 8 rein  |1:Wass.1|1:Wass.2{1:Wass.4[{1:Wass. 8

31. Juli - -+ -+ -+ —+ 31. Juli —+ — —+ -+ -~
1. August —++ -+ =t ~—- +—+ 1. August —++ —+-+ —++ “++ 4
2. - = -+ ~++ ~+— - 2. - —+-- —++ -+ —+—+ -+
3. ++ | -+ -+t = ~+—+ 3. - —+-- —++ —++ ~“+—+
4. - -+ ++ —++ -+ ~+= 4. - -+ —+—+ —++ ~+— ~++
5.——10. Aug. ~+ -+ —+ -+ -+ 5.—10. Aug. -+ -+ -+ -+ -+

Wiederholt. ’
3. December —+ - —+ —+ -+ 3. December -+ -+ -+ —+ —+
4. - —+-+ -t -t -+ ~++ 4. - -+ -4 —++ -++ -
5. - -+ -+t —+-+ -+ “++ 5. -+ -+ +t -+ -+t
6. - -+~ —++ —+-+ -+ -+ 6. - -+-+ -+ —++= -+ —++
7.—20. Dec -+ -+ -+ -+ -+ 7.—20. Dec. -+ - -+ -+ -+
Am 10. Januar aus allen Réhren entnommen tiberall —.
Tabelle VL Streptococcus erysipelatis wie oben.

31. Juli -+ + -+ -+ —+ 31, Juli —+ -+ —+ —+ -
L. August -+ —+— -+ -+ ~++ 1. August —+-+ ++ ++ -+ -+
2. - -+ -+ -+t -+t ~t 2. - - 4 -+ | ++ “++
3. - —+-+ -t —++ —++ ++ 3. - —+—+ -+t ++ | ~++

A - -+ -+ -+t - e 4. - - —+— -++ | 4+ —++
5.—10. Aug. —+ —+ -+ -+ -+ 5.—10. Aug. -+ -+ —+ -+ +

‘Wiederholt. :
3. December —+ -+ -+ - - 3. December —+ -~ - —+ —+
4. - R —+—+ -+ —+—+ -+ 4. - —++ —+—+ - —+-- -+
5. - -+ -+~ ~+- —++ -t 5. - ~—+- ~++ -+ ~++ -+
6. - ~++ -+ | A+t —++ -+ 6. - .+t - -+ —+—+ -+—+
7.—20. Dec —+ -+ -+ -+ - 7.—20. Dec. —+ ~+- -+ -+ -+

—+ == Colonien vorhanden

Am 10, Januar aus allen Réhren entnommen tiberall <.

—~+ == Colonienzahl vermehrt

— == keine Colonien.




