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Spezifische Sera gegen Infusorien.
Von
Privatdozent Dr. Robert Ré[sle

in Kiel.

(Aus dem Hygienischen Institute der Universitit Manchen.)

Die vorliegende Arbeit ging von dem Gedanken aus, zu
versuchen, ob sich unsere Kenntnis von der Morphologie der
spezifischen Toxin-Wirkung dadurch fordern liefse, dafs man
statt der bisher gewthnlich gebrauchten Antigene grofse ein-
zellige Lebewesen aus der Klasse der Protozoen als Immunisierungs-
material .verwendete. Es lag dabei zuniichst die Absicht zu-
grunde, an neuen Versuchsobjekten zu priifen, ob die kiirzlich
von mir (%) beschriebenen morphologischen Veriinderungen von
Erythrozyten durch das inaktivierte spezifisch lytische Serum
der Ausdruck einer allgemeinen Gesetzmilsigkeit sind. Erwies
sich die Annahme, dafs sich auch mit Protozoen Antikdrper
lytischer und agglutinierender Natur gewinnen liefsen, was nach
dem bisher iiber die Immunititsreaktionen des Warmbliiter-
Organismus Bekannten doch grofse Wahrscheinlichkeit hatte,
als richtig, so sollte die Wirkungsweise der betreffenden Stoffe
auf die Protozoen dann auch im aktiven Zustande studiert werden.
In zweifacher Hinsicht, gerade vom morphologischen Standpunkte
aus, versprach die Immunisierung mit Protozoen einen Erfolg
und bestimmte Vorteile gegeniiber der Verwendung der sonst

gebriuchlichen Antigene: bei den Bakterien hindert die Kleinheit
Archiv fér Hygiene. Bd. LIV. 1



2 Spezifische Sera gegen Infusorien.

der Zelle und die mangelnde Differenzierung in Kernapparat
und Zelleib die Beobachtung der durch spezifisch lytische Stoffe
erzeugten feineren morphologischen Verinderungen und die Ver-
wertung der Befunde fiir die Erkl#rung der einschligigen
Stérungen im héheren Organismus; bei den roten Blutkérperchen
anderseits erwies sich, ein so giinstiges Versuchsobjekt sie in
anderer Hinsicht sein mdgen, ihre fragliche Zellnatur, ihr ganz
eigentiimlicher Bau und die Unmdglichkeit zu entscheiden, ob
man im gegebenen Falle iiberhaupt lebende oder tote Objekte
vor sich hat, als mifslich. Gegen die Brauchbarkeit der weilsen
Blutzellen zum Zweck des Studiums der morphologischen Seite
der Toxinwirkung sprach von vornherein die Unmoglichkeit,
die Leukozyten unter vollkommen natiirlichen Existenzbedingungen
zu beobachten, sowie die verhiltnismifsig kurze Dauer ihres
Uberlebens aufserhalb des Organismus. Alle diese Nachteile
baften den freilebigen Protozoen nicht an: ihre Grofse versprach
zuniichst eine bequemere Beobachtung der, wie ich nach Ana-
logie der bisherigén Erfahrungen annahm, eintretenden Aufldsungs-
erscheinungen, ihr den hoheren Zellen wenigstens #&hnlicher Bau
liefs hoffen, dafs man vergleichende Schliisse zur menschlichen
Pathologie wagen durfte und schliefslich bestand bei ihnen auch
die Moglichkeit, die Zellen unter natiirlichen Lebensverhéltnissen
der Toxinwirkung aussetzen und jederzeit entscheiden zu kinnen,
ob man lebende oder tote Objekte vor sich habe. Zur Ver-
wendung kamen Infusorien und Flagellaten. Es soll gleich hier
vorweggenommen werden, dafs die Annahme, es kdnnten sich
durch Immunisierung mittels dieser Antikdrper lytischer Natur
gewinnen lassen, als irrtiimlich herausgestellt hat. Wenn nun
auch die Untersuchung-in morphologischer Richtung bisher kein
Resultat gehabt hat, so sind die dabei gemachten Beobachtungen
doch in anderen Hinsichten mitteilenswert.

Der Immunisierung mit Protozoen stellten sich zun#chst
dadurch Schwierigkeiten entgegen, dafs es jeweils einer miih-
seligen Vorarbeit bedurfte, um geniigend viel und geniigend
reines Material zur Behandlung zu erhalten. Was die Menge
betrifft, so konnte man hoffen, durch Aufstellung sehr zahlreicher
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Zuchtgliser geniligende Quantititen zu bekommen. Als Versuchs-
objekt wurde das gewdhnlich fiir physiologische Zwecke ver-
wendete und deshalb in vielen Eigenschaften schon wolilbekannte
Param#cium caudatum gew#hlt, das allerdings in den Winter-
monaten nicht recht zum Gedeihen zu bringen ist, weshalb die
Immunisierung oft in unregelmifsigen Zeitintervallen vorgenommen
werden mulste. Eine Reinkultur von Paramicien und Protozoen
iberhaupt im bakteriologischen Sinne war ja schon von vorn-
herein ausgeschlossen, da sie sich ja nicht auf osmotischem
Wege ernshren, sondern auf korperliche Nahrungsaufnahme an
gewiesen’ sind. Paramicium frilst, ohne in bezug auf die Arten
wiblerisch zu sein, Bakterien. Es liels sich also jedenfalls die
gleichzeitige Einbringung von Bakterien mit den Paramicien bei
den Injektionen zur Immunisierung nicht umgehen.

Allein alle Versuche, Param#icien zu isolieren und in iso-
liertem Zustande mit bestimmten, aus den Aufgiissen geziichteten
Bakterien zu kultivieren, mifslangen. (Diese Versuche wurden
gemacht, um Sicherheit dagegen zu gewinnen, dafs wenigstens
nicht pathogene Mikroorganismen miteingespritzt wurden.) Da-
gegen gelang dies ohne viel Schwierigkeiten bei einem anderen
Infusor, dem Glaukoma scintillans Ehrenbergi. Dieses
Infusor vertriigt offenbar hohere Grade der F#ulnis als andere
Protozoen, so dafs, wenn man in einem Aufgufs, in dem es von
allen moglichen Vertretern aus dem Protistenreich wimmelt,
durch Zusatz von Bouillon die Vermehrung der Fiulnisbakterien
steigert, das Glaukoma alle anderen Protozoen iiberwuchert, bis
man es zuletzt sogar ausschliefslich darin findet. Aus solchen
Infusionen wurde dann das Ausgangsmaterial fiir die Reinzuchten?)

1) Da der Ausdruck »>Kulturc gewShnlich im Sinne von sReinkulture
gebraucht wird und also nur fir Bakterien verwendet werden kann, so wird
im folgenden das deutsche Wort »>Zucht« far die kiinstlich gehaltenen Pro-
tozoen-Stamme gebraucht und das Wort »>Reinzucht< konnte dann for die-
jenigen Protozoen:Zuchten reserviert sein, in denen die betreffende Infusorien-
oder Flagellaten- (oder AmdSben-) Art allein vorhanden ist, gleichgiltig, ob
sie sich dabei von einer oder von vielen Bakterienspezies dabei erniihrt.
Der Ausdruck »Reinzucht von Protozoenc ist fiir denjenigen nicht mifsver-
stindlich, der sich bewulst ist, dafs es eine solche Reinzucht ohne Bakterien
(resp. anderes korperliches Material) nicht geben kann.

1 L]



4 Spezifische Sera gegen Infusorien.

des Glaukoma gewonnen, indem es mit Wasser im Sinn einer
Né#gelischen »Einzelkulturc so verdiinnt wurde, dals man mit
einer sterilisierten Pipette ein einzelnes Tier herausfangen und
in einen sterilen Erlenma yerschen Kolben einbringen konnte.
Der Kolben war bis zu einer bestimmten Marke mit stark ver-
diinnter steriler Bouillon gefiillt (je 1 cem Bouillon auf 50 cem
Leitungswasser). Es iiberwog sehr bald eine Bakterienart, welche
in der Vermehrung dann mit dem Glaukoma, welches so reich-
liche Nahrung fand, geradezu wetteiferte. Wurde eine solche
Zucht nun wieder stark verdiinnt und mit einem Glaukoma
daraus ein neuer Erlenmayer-Kolben beschickt, so erhielt
man eine Reinzucht von Glaukoma mit einem einheitlichen
Futter, einer einzigen Bakterienart. Diejenige, welche ich in
meinen Glaukomazuchten hatte, war ein kurzes, plumpes Stibchen,
welches Gelatine verfliissigte. Ich habe es nicht weiter bestimmt,
weil Glaukoma sich ebenso sicher mit vielen anderen Bakterien-
arten zusammen ziichten lifst und deshalb eine Indentifizierung
jenes Bakteriums keinen Wert hatte. Die Zuchten wurden auf
folgende Weise weitergefithrt. Der Hohepunkt der Glaukoma-
vermehrung tritt etwa am 4. und 5. Tag nach der Impfung eines
auf die angegebene Weise beschickten Erlenmayer-Kolbens
ein. Ungefihr um diese Zeit tritt aber, offenbar durch die
enorme Gefrifsigkeit der Infusorien, mehr und mehr Bakterien-
armut und dadurch auch bald Nahrungsmangel fiir Glaukoma
ein. Sie gehen vom 6. oder 7. Tag ab an Zahl offenbar zuriick,
vielleicht gelangen in die Fliissigkeiten auch schidliche Stoff-
wechselprodukte; kurz, wenn man die Zucht am Leben erhalten
will, so mufs man frische verdiinnte Bouillon zusetzen, am besten
indem man einfach die alte Zucht bis auf Reste abgielst und
den Kolben mit verdiinnter Bouillon bis zur Marke wieder auf:
filllt. Es findet dann sofort eine starke Vermehrung der Futter-
bakterien und des Glaukoma statt, auch wenn die Kultur schon
nahe dem Aussterben war (welches allerdings erst nach Wochen
stattfindet). Zu Zwecken der Immunisierung erwies es sich am vor-
teilhaftesten, wenn zu dem Zeitpunkte, zu welchem die stirkste
Bevolkerung der Flissigkeit mit Glaukoma gefunden wurde
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etwa am 5. Tage), die Zucht bis auf Reste abgegossen wurde,
der Abguls zentrifugiert und das Zentrifugat, welches die aus-
geschleuderten Infusorien und verhiltnismiflsig wenig Bakterien
enthielt, injiziert wurde, w#hrend mit den im Kolben zuriick-
gebliebenen Resten die Zucht durch Auffiillung neuer N#hrfliissig-
keit fiir die Bakterien wieder zum Aufblihen gebrachit wurde.
Glaukoma liefs sich auch in P etrischalen bequem ziichten. Es
ist zweckmilsig, so zu verfahren, dals man !, Agarrdhrchen in
der Schale schief erstarren ldfst, und den iibrigen Raum mit
Leitungswasser so ausfiillt, dafs der Wasserspiegel eben noch
den Rand der Agarschichte erreicht; dies hat den Vorteil,
dafs einerseits die des Sauerstoffs bediirftigen Bakterien noch
auf dem Agar wachsen kénnen, anderseits aber den frei im
Wasser schwimmenden Infusorien zuginglich sind. Die zu-
nehmende Verdunstung des Wassers legt immer nur einen
kleinen Teil der Agarfliche trocken. In dieser Weise hielten
sich bei Zimmertemperatur Glaukoma-Reinzuchten menatelang
ohne Erneuerung. Erreicht die Verdunstung des Wassers solche
Grade, dafs die Infusorien nicht mehr frei schwimmen k&nnen,
so passen sie sich in merkwirdiger Weise den veréinderten
Lebens- und Bewegungsbedingungen an, indem ihr Protoplasma
fliissiger zu werden scheint und sie dadurch befihigt, in einer
an die Fortbewegung der Amdében erinnernden Art den Ort zu
verindern.

Bei der Anlegung von Protozoen-Reinzuchten kommt es
darauf an, Eigenschaften ausfindig zu machen, welche nur der
betreffenden Art, die man ziichten will, zukommen. Gelang die
Reinzucht von Glaukoma dadurch, dafs es intensivere Grade
der Fiulnis (und auch hohere molekulare Konzentration der
N#hrmedien) aushilt als andere Protozoen, so fand ich spiter
zufdllig, dafs die Param#cien in anderer Hinsicht widerstands-
fahiger sind als die tibrigen Tiere, welche man in Infusionen zu
finden pflegt: wibhrend n#mlich z. B. Glaukoma, Stentor, Col-
pidium, Stylonychia u. a. bei Erwéirmung der Infusion auf 37°
zugrunde gehen, iiberleben die Paramicien allein diese Prozedur.
Es ist infolgedessen hdochst einfach, grofse Mengen Paramécien
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in Reinzucht, allerdings mit den verschiedenartigsten Bakterien
zusammen, zu erhaltenl), und es gestaltete sich die Gewinnung
des Materials zur Immunisierung gegen Paramicien auf folgende
Weise:

Ein sterilisiertes, hohes Becherglas wurde, mit Leitungswasser
gefillt und mit einer sauberen Glasschale bedeckt, mehrere Tage
stehen gelassen (frisches Leitungswasser schidigt die Paramé#cien),
und dann mit Salatbléttern, welche in heifses Wasser auf kurze
Zeit getaucht waren, versehen. Impft man nun méglichst sorg-
faltig isolierte Paramdcien ein, so erhilt man zu giinstiger Jahres-
zeit in wenigen Tagen eine tippige Zucht. Es ist zuniichst nicht
immer zu vermeiden, dafs sich auch andere Protisten entwickeln,
aber man kann sie in den Glisern leicht los werden, indem
man diese auf 24 Stunden in den Brutschrank von 37° bringt.
Dies hat gleichzeitig den Vorteil, dafs durch die erhshte Tem-
peratur den Paramdcien sehr rasch folgende Teilungen sozusagen
aufgezwungen werden, so dals man in dem Brutschrank gleich-
zeéitig ein Mittel hat, um sie von anderen Protozoen zu isolieren
und sie allein zu enormer Vermehrung zu bringen. Die Teilungen
wiederholen sich infolge des Einflusses der W#rme so schnell,
dafs die Tiere nach der Teilung nicht mehr die alte Grofse er-
reichen, und man erhilt durch fortgesetzte Ziichtung im Brutofen
Zuchten von wesentlich kleineren Tieren als die Tiere der Aus-
gangszuchten waren. Diese Tatsache ist aber fiir die Zwecke der
Immunisierung, bei der es sich zun#chst nur um die Gewinnung
moglichst grofsen und moglichst einheitlichen Materiales zur
Vorbehandlung handelt, gleichgiiltig. Wenn das faulende Salat-
wasser sehr dicht von Paramicien erfiillt schien, so wurde der
grofsere Teil der Zucht zur Zentrifugierung abgegossen und das
Glas mit abgestandenem, steril aufbewahrtem Leitungswasser
wieder aufgefiillt. Trat Nahrungsmangel ein, was an der zu-

1) Es gibt allerdings eine winzige Flagellaten-Art, Chilodon-Para-
micium, welche sehr gerne mit Param#cium caudatum vorzukommen
pflegt, und welche ihm auch darin gleicht, dafs sie die Erwirmung auf 37°
manchmal unter Umstdnden, die mir nicht niher bekannt sind (GewShnung ?),
ibersteht.
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nehmenden Magerkeit der Paramicien leicht erkannt werden
kann, so wurden wieder Salatblitter zugegeben usf. Auf diese
Weise liels sich eine iippige Zucht monatelang in denselben
Glisern unterhalten. Gerade der Wechsel von Hunger und
starker Ern#hrung liefert die grdfste Vermehrung und scheint
die Zuchten vor den Depressionszustinden zu bewahren, welche
zuerst von Calkins und von R. Hertwig beobachtet wurden.
Die »Depression« besteht in der Unfdahigkeit zu Assimilation und
Vermehrung und tritt am schnellsten in gleich- und tiberméfsig
gefiitterten Zuchten auf.

Das Impfungsmaterial wurde aus den Abgiissen der Zucht-
gliser durch Zentrifugieren gewonnen. Diese Arbeit ist um so
miihseliger, als es sich nicht empfiehlt, sie sich dadurch zu er-
leichtern, dafs man die Paramé#cien zuvor abtdtet und dadurch
ibre Eigenbewegung, welche von schwachen Zentrifugen nicht
wirksam genug unterdriickt wird, aufhebt. Es erschien vielmehr
notwendig, die unverinderte Substanz der Paramiicien zur Injektion
zu gebrauchen. Mittels einer kriiftigen Zentrifuge kann man
bei einiger Cbung in einer halben Stunde ungefahr aus einem
Liter Zuchtflissigkeit die Paramdcien erhalten, indem man je
zwei je 10 ccm fassende Rohrchen fiillt, zehn Sekunden kriftig
schleudert, ziemlich rasch anhilt und sofort abgiefst, mit neuer
Zuchtfliissigkeit anfiillt usf. Die zehn Sekunden geniigen, die
schweren Paramécien auszuschleudern, und je kiirzer man zentri-
fugiert, desto weniger Bakterien wird der Bodensatz enthalten.

Zun#chst wurden drei Tiere immunisiert: erstens zwei Ka-
ninchen, welche subkutan Paramicien erhielten, und ein Meer-
schweinchen, welches ebenfalls subkutan die Zentrifugate der
Reinzuchten des Glaukoma scintillans injiziert bekam. Dem
Umstande, dafs mit letzterem nur eine und zwar offenbar un-
schiidliche Bakterienart einverleibt wurde, ist es wohl zuzu-
schreiben, dals das Meerschweinchen die Behandlung sehr gut
vertrug und nur einmal eine harte Infiltration an einer In-
jektionsstelle aufwies. Dagegen traten bei dem einen Para-
micienkaninchen mehrmals Abszesse auf, da ja mit den Para-
micien unkontrolliert viele und verschiedene Mikroorganismen
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unter die Haut gebracht wurden. Von Protozoen wurden auflser
den Paramiicien zuweilen recht zahlreiche Vertreter jener schon
erwithnten winzigen Flagellatenart, des Chilodon paramicium
mit eingespritzt, weil sie sich zuweilen auch durch erhthte Tem-
peratur nicht aus der Gesellschaft der Paramdcien vertreiben
lassen. ﬁbrigens war dieser Umstand keineswegs mifslich, im
Gegenteil, es wurde auf diese Weise von demselben Tiere ein
zweiter Antikorper gleichzeitig gewonnen, wie aus der folgenden
Schilderung hervorgehen wird. Spéter wurde zur Kontrolle die
Immunisierung eines weiteren Kaninchens gegen Paramicinen
ausgefiihrt, wobei sich die jiingst von Loffler(®) angegebene
Methode der Antikérpergewinnung sehr bewihrt hat. Es standen
also im ganzen vier Antiprotozoensera zur Verfiigung, iiber
deren Eigenschaften und Wirkungsweise hier berichtet werden soll.

Seram L.

Ein junges Kaninchen erh#lt innerbalb eines Zeitraums von mehreren
Monaten im ganzen 4 subkutane Injektionen je 10 ccm sehr dichter Auf-
schwemmung von Paramicien und wird 10 Tage nach der letzten Ein-
spritzung entblutet. Es vertrug die Injektionen ohne StSrung.

Serum II.

Ein junges, im Wachstum begriffenes Kaninchen (2750 g) erhilt inner-
halb von 2!/, Monaten im ganzen 6 subkutane Injektionen von Paramicien
(mit Chilodon param#cium). Das Serum war schon nach der dritten Injektion
wirksam. Das Tier litt withrend der Behandlung an hiufiger Abszefsbildung,
ohne aber an Gewicht abzunehmen. Die Abszesse wurden ertffnet, entleert
und heilten gut. Die Blutproben wurden den Ohrvenen entnommen.

Serum I und II werden, weil in ihren Eigenschaften gleich,
zusammen besprochen.

Da die Paramicien in fauligem Wasser freilebende Tiere und
gegeniiber hoheren Salzkonzentrationen so empfindlich sind, dafs
sie in Konzentrationen, welche dem Serum entsprechen, und na-
tirlich auch in diesem selbst in ganz kurzer Zeit unter Zerflies-
sungserscheinungen und rascher Gerinnung ihres Protoplasmas
und Kerns absterben, so mulste vor allem zuniichst diejenige
schwichste Verdiinnung von normalem Kaninchenserum festge-
stellt werden, welche fiir die Paramé#cien harmlos ist und mit
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dieser indifferenten Verdiinnung des Normalserums mufste eine
gleich schwache Verdiinnung des spezifischen Serums verglichen
werden. Verhielten sich in dieser die Param#cien anders als in
der gleichen Verdiinnung des Normalserums und als die Kontroll-
tiere aus der Zucht, so konnte das abweichende Verhalten auf
besondere Stoffe des spezifischen Serums bezogen werden. Um
nicht Irrtiimern durch zufillige Verunreinigungen ausgesetzt zu
sein, wurden nur sterile Reagenzgliser und Pipetten und sehr
sorgfiltig gereinigte und getrocknete Uhrschiélchen verwendet;
die Mischungen von Serum und Paramé#cien wurden in Reagenz-
glésern angesetzt und gewdhnlich sofort nach Mischung die Hilfte
in eine Uhrschale zur Untersuchung mit schwachen Vergri{serungen
ausgegossen; zur genaueren Beobachtung wurden einzelne Tiere
herausgefangen und unter dem mit Wachsfiifschen gestiitzten
Deckglas, seltener im Hohlobjekttriger beobachtet. Die Verdiin-
nungen des Serums wurden durch unmittelbare Vermischung
desselben mit der die Paramicien enthaltenden Zuchtfliissigkeit
hergestellt; in besonderen Fillen war es aber erforderlich, die
Paramiicien in einem anderen, fiir sie vollkommen indifferenten
Medium der Toxinwirkung auszusetzen; als dieses erwies sich
abgestandenes Leitungswasser von Zimmertemperatur.

Der Grundversuch bestand also, wie gesagt, darin, das aktive
Serum eines normalen mit dem aktiven Serum des mit Paramécien
vorbehandelten Kaninchens zu vergleichen und diejenige Ver-
diinnung festzustellen, bei welcher einerseits durch das erstere
keinerlei Storung mehr auftrat, anderseits zu sehen, ob dieselbe
Verdiinnung des spezifischen Serums noch eine Wirkung ausiibte.
Dies war der Fall bei 20 facher Verdiinnung beider Sera; hier
trat die spezifische Wirkung deutlich und ausschliefslich zutage.
In hoheren Konzentrationen war allerdings auch ein durchgreifen-
der Unterschied vorhanden, allein die spezifische Schédigung war
kombiniert und dadurch verwischt mit der osmotischen, und des-
halb wurde in den meisten der folgenden Versuche zum Studium
der reinen, spezifischen Wirkung die 20- und die 40-fache Ver-
dinnung des spezifischen Serums gebraucht. Die 40-fache des-
halb, weil es sich herausstellte, dafs das ganz frische aktive Nor-
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malserum hie und da noch die Beweglichkeit der Paramicien in
20-facher Verdiinnung stort; die Schiidigung wird aber im Gegen-
satze zu der spezifischen sehr schnell iiberwunden.

Es besteht ndmlich die spezifische toxische Wir-
kung in einer intensiven, langdauernden Léhmung
der Paramiéicien, und zwar beteiligen sich an der
Lihmung zunichst nur die Wimpern der Oberflache,
bei hoherem Grade auch die kontraktilen Vakuolen
und schliefslichauch dieundulierende Membran des
Cytostoms, also die Organe der Fortbewegung, der
Exkretion (Atmung?) und der Nahrungsaufnahme.
Beschrinkt sich die Lahmung auf die Cilien der Oberfliche, so
erholen sich die Paramd#cien nach 3—5 Tagen. Sie vermogen
unter diesen Umstéinden im Zustande der volligen Fortbewegungs-
Unfihigkeit Nahrung aufzunehmen und zu verdauen, ja sie sind
sogar imstande Teilungen auszufithren und begonnene Teilungen
zu vollenden.

Im einzelnen gestaltet sich der Vorgang der spezifischen
Wirkung folgendermalsen : Bringt man Paramécien in eine 20-fache
Verdiinnung von Antiparamicienserum, so tritt zunéchst ein bald
nur Bruchteile einer Minute, bald mehrere Minuten wi#hrendes
Stadium der Erregung ein, welche sich in lebhaft hin- und her-
schiefsenden Vorw#rtsbewegungen #ufsert. Diese werden aber
bald nach einem Augenblick des Stillstandes durch kurze, sehr
heftige, ruckweise Vorstdlse unterbrochen, denen zuerst schnell
voriibergehende, dann immer linger dauernde riickwirts gerich-
tete Wirbelbewegungen folgen. Die normale Locomotion der
Param#icien beschreibt eine Schraube mit sehr lang gezogenen
Windungen nach vorwiirts, die pathologische Drehbewegung nach
rlickwiirts besteht in der Ausfithrung einer Schraube mit mehr
und mehr verschwindender Hohe der Schraubengiinge, bis schliefs-
lich eine Drehung am Platze eintritt, welche immer mehr sich
verlangsamt. Man kann in diesem und in dem Stadium an-
scheinend vollkommener L#hmung, in die die Drehung ausliuft,
durch kalorische und mechanische Reize die Paramé#cien zu kur-
zen, sofort nachlassenden Vorwiirtsbewegungen oder auch zu
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Wirbeln veranlassen, wenn nicht unterdessen eine weitere Er-
scheinung eingetreten ist, die auch selbstindig vor Eintritt der
Liahmung Platz greifen kann; es ist eine Erscheinung, welche
an die Agglutination der Bakterien erinnert und ihr vielleicht
analog ist: die Verklebung der Paramicien mit der Oberfliche
anderer fester Korper in ihrer Umgebung, vielleicht durch ein
Klebrigwerden ihrer Cilien. Merkwiirdigerweise bleiben sie nun
nie aneinander hingen, sondern haften immer nur am Glase, an
Bakterienhaufen oder an Exemplaren jener kleinen Flagellaten-
art, die, bei der Immunisation mitverwendet, ebenfalls geldhmt
wurde. Wurden andere, zur Immunisierung nicht verwendete
Protozoen der Wirkung des Antiparamicien-Serums gleichzeitig
ausgesetzt, so wurden diese niemals in ihrer Bewegungsweise ge-
stort, nicht gelahmt, und die Paramicien blieben nicht an ihnen
héngen. Dieser Versuch beweist also gleichzeitig die Spezifitit
des gewonnenen Serums. Ja, diese Speuifitit des Serums ging
soweit, dafs keine andere Paramicienart, sondern nur Param#cium
candatum gelthmt wurde. Ob iibrigens ein bestimmtes Paramé-
cium infolge von Lihmung oder von Agglutination still lag, war
leicht zu entscheiden, denn die festgeklebten Paramé#cien machen
meist, jedenfalls immer auf Reize (Erschiitterung) hin, gewaltige
und manchmal erfolgreiche Anstrengungen, wieder loszukommen;
bleiben sie haften, so sieht man deutlich, an welchen Punkten
sie festkleben und in welchen Richtungen ihre Bewegungsmog-
lichkeit beschriinkt ist; gelihmte Paramiicien lassen sich durch
Bewegung der Uhrschale nach Willkiir hin- und herschwenken;
gelahmte und gleichzeitig angeklebte Tiere pendeln dabei um
ihren Fixationspunkt. Es ist bekannt, dafs gesunde Paramicien
aufser zur Zeit der Konjugationsepidemien die gegenseitige Be-
rihrung vermeiden, jedenfalls wenn sie sich beriihren, schnell
entfliehen. Dies ist den vom spezifischen Serum beeinflufsten
Tieren nicht mdglich; geraten sie aneinander, so haben sie oft
Schwierigkeiten, auseinanderzukommen; trotzdem sieht man nie-
mals Param#icien dauernd oder zu mehreren verklebt, auch dann
nicht, wenn man Paramiicien allein in Wasser der Serumwirkung
aussetzt. Selbst gelihmte Tiere sah ich niemals aneinander fest-
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geheftet. Es ist deshalb vielleicht nicht richtig, den Ausdruck
Agglutination fiir jene Zustinde zu gebrauchen, da man darunter
das Zusammenkleben gleichartiger Zellen untereinander durch
spezifisches Serum zu verstehen gewohnt ist. Vorgiinge, welche
der Bakteriolyse analog zu setzen gewesen wiren, traten nicht
ein, auch nicht bei tagelanger Beobachtung, weder bei Zimmer-
noch bei Briitofentemperatur von 37° Selbst im schwach und
gar nicht verdiinnten Serum kamen keine eindeutigen Befunde
zustande. Es wurde die Wirkung von 5- und 10fachen Verdiin-
nungen von aktivem normalen und spezifischen Serum verglichen.
Mit dem Serum I ergab sich ein ganz deutlicher Unterschied in-
sofern, als die 10-fache Verdiinnung des aktiven Normalserums
die Paramicien nicht schidigte, wihrend die gleiche Konzen-
tration spezifischen Serums neben der Lihmung eine Verquellung
der Tiere hervorrief, die bei einer Anzahl innerhalb 24 Stunden
zu Zerfliefsungserscheinungen fithrte; im 10fach verdiinnten Nor-
malserum waren die Tiere nach 24 Stunden simtlich munter,
gefrifsig und ihre Zahl war vermehrt. Ein Vergleich der nur
bfachen Verdiinnungen ergab fiir das Normalserum zunéchst
eine Lahmung ohne tiefgreifende sichtbare Gestaltverinderung,
dagegen fiir das spezifische Serum Zerflie[sungserscheinungen
fast aller Individuen; nach 24 Stunden waren die Paramicien in
der Losung des Normalserums unbeweglich bis auf die undulierende
Meinbran gequollen, mit enormen aufgetriebenen Vakuolen, einige
zerplatzt, einige von normalem Ansehen; in der Losung des
spezifischen Serums war die Mehrzahl zerplatzt, die tibrigen un-
beweglich mit enormen Vakuolen, aber mit strudelndem Peristom-
feld, einige in verschiedenen Stadien der Teilung, die Teilungs-
produkte hatten ein ann#hernd normales Aussehen. Es ergibt
sich also im Grunde nur ein gradweiser Unterschied in der Wir-
kung des normalen und des spezifischen Serums: die Sché-
digung, die das spezifische Serum noch in grofsen Verdiinnungen
(s. unten) zu bewirken vermag, erzeugt in konzentrierteren Losungen
auch das Normalserum (aufser der Agglutination). Ob die be-
schriebenen Erscheinungen im konzentrierten Serum in Analogie
zu lytischen Vorgéngen zu setzen sind, bleibt iibrigens fraglich.
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Sicher ist, dafs die Zerfliefsungserscheinungen, welche etwas
leichter in konzentrierteren Mischungen des spezifischen als des
normalen Serums eintreten, in bezug auf ihr Aussehen gegeniiber
den durch mechanische und chemische Mittel leicht zu bewirken-
den Zerfliefsungserscheinungen nicht die geringste Eigentiimlich-
keit hatten. Es blieb auch zun#chst unerklarlich, warum fast
nie in denjenigen Verdiinnungen, wo die spezifische Wirkung
allein sichtbar wurde, Zerflief[sungserscheinungen an den Para-
mécien auftraten, es sei denn, dals man diesen Umstand auf
Rechnung des geringen lytischen Wertes des Serums zu setzen
hat. Diese Verhiltnisse sollen in den Schlufsbetrachtungen noch
néher beriihrt werden. Es ist notig, hier einen Punkt zu erwiihnen,
der bei den Versuchen mit Parami#cien immer wieder sich be-
merkbar machte, das ist der grofse individuelle Unterschied im
Verhalten von Paramiicien derselben Zucht den verschiedensten
Eingriffen und Einflissen gegeniiber; er macht es zur unumgéng-
lichen Notwendigkeit, stets mit einer betréichtlichen Anzahl von
Individuen zu arbeiten, weil z. B. in einem Dutzend immer ein
oder zwei Exemplare sich anders verhalten als die iibrigen, welche
den Durchschnitt repriisentieren. Da es sich aber immer nur
um gradweise Unterschiede dabei handelt, d. h. um erhshte oder
herabgesetzte Empfindlichkeit gegeniiber den experimentellen
Reizen, so ist der individuelle Unterschied nicht nur nicht mifs-
lich, sondern von Nutzen und in h#ufigen Fillen ein wertvoller
Fingerzeig. Hierfiir ein Beispiel: Mit der 20-fachen Verdiinnung
des Serums I trat bei der grofsten Mehrzahl der behandelten
Paramicien nur eine einfache Lahmung der Fortbewegung ein;
vereinzelte Exemplare blieben aber schwach beweglich, wieder
andere hingegen erlitten eine tiefergreifende Lahmung, indem
diese sich auf die koutraktilen Vakuolen verbreitete. Mit der
Zeit nahm das aufbewahrte Serum an Wirksamkeit ab und nach
Wochen war keine vollkommene Lihmung der Bewegung zu er-
zielen; der Durchschnitt der Paramicien verhielt sich jetzt wie
die mehr empfindlichen Exemplare vor mehreren Wochen. Mit
dem frischen starken Serum II waren anderseits nun viel zahl-
reichere Lahmungen hoheren Grades zu erzielen, als seinerzeit



14 Spezifische Sera gegen Infusorien.

mit dem Serum I, so dafs die damals als Zufilligkeiten erscheinenden
Ausnahmen zu gesetzméilfsigen Erscheinungen gestempelt wurden.

Die feineren Vorginge bis zum Eintritt tiefgreifender Lih-
mungen sind folgende: es findet zuniichst immer zuerst der all-
miihliche Stillstand der Ortsverinderung auf die oben beschriebene
Weise statt; liegen die Tiere still, so ist die weitere Beobachtung
natiirlich sehr erleichtert; man bemerkt dann auch an den inneren
Teilen der Parami#cien zuerst eine Erregung: die Endoplasma-
Stromung (»Cyclosec¢) ist eine sehr lebhafte, die undulierende
Membran schligt aufserordentlich schnell, die Nahrungsvakuolen
fiillen sich sehr schnell und stofsen sich oft ab, die kontraktilen
Vakuolen bleiben zuerst klein und pulsieren mit grofser Frequenz,
durchschnittlich 4 mal in 1 Minute (normale Frequenz der Ent-
leerung der kontraktilen Vakuolen ist alle 25 Sekunden bei 16° C).
Der Vorgang der Paralysierung kann auf jeder beschriebenen
Stufe stehen bleiben; geht er nicht weiter, als bisher beschrieben,
so ist es nicht zu verwundern, dals diejenigen Tiere, deren Stoff-
wechsel so offenbar gesteigert ist, sich besonders schnell auch
von der Léhmung ihrer Fortbewegungsorgane erholen; geht er
hingegen weiter, so folgt der Erregung eine Verlangsamung der
inneren Bewegungsvorgiinge; am auffallendsten ist das seltenere
Schlagen und die gleichzeitige diastolische Erweiterung der kon-
traktilen Vakuolen, welche so enorme Grade erreichen kann, dafs
das ganze Tier milsgestaltet erscheint, indem es in eine von
wenig Plasma umgebene Blase verwandelt wird. Dies geschieht
dadurch, dafs schliefslich iiberhaupt keine Entleerung der Vaku-
olen mehr erfolgt und die normaliter vorhandenen zwei Vakuolen
in eine einzige verschmelzen. Sehr hiufig ist auch der Fall,
dals sich die sogenannten Bildungsvakuolen nicht mehr in die
Haupt-Vakuolen zu entleeren vermdogen, so dafs diese letzteren
von einem Kranz scheinbar neugebildeter Hohlriiume umgeben
werden. Bemerkenswert ist, dafs in diesem Stadium noch die
Nahrungsaufnahme ungehindert vor sich gehen kann, und dafs
die Paramiicien in diesem aufgeblasenen Zustande tagelang leben
konnen. Erst die hochsten Grade der Lihmung ergreifen die
undulierende Membran und bedingen den Tod.
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Die Hoffnung, eine anatomische Grundlage fiir die beschrie-
benen Vorgiinge zu finden und sie dadurch des rein funktionellen
Charakters zu entkleiden, hat sich nicht erfiilllt. Es gelang auch
mit den stirksten Vergrdfserungen nicht, Verinderungen der
Cilien und ihrer Ansatzpunkte zu finden. Zuweilen schienen sie
verdickt und verkiirzt und an ihren #ufsersten Enden mit An-
schwellungen versehen. Aber die T#uschung ist dadurch, dafs
Bakterien und feinste Brockel unter dem Einflusse des Serums
an ihnen haften bleiben und mit verdickten Enden verwechselt
werden konnen, sehr leicht moglich. Ferner erscheinen die Ci-
lien-Enden, wenn sie von oben gesehen werden, infolge starker
Lichtbrechung als Knopfchen; da nun die Cilien gelahmter Pa-
ramicien wirr durcheinander liegen, so kénnen solche Kndpfchen
bei der ungemeinen Feinheit des Objekts leicht eine pathologische
Anschwellung benachbarter Cilien vortduschen. Im ganzen hat
man den Eindruck einer falschen Innervation, indem die Cilien
an den verschiedenen Stellen der Oberfliche in Gruppen bald
schnell, bald langsam, und oft in entgegengesetzten Richtungen
schlagen. Die Trichiten werden von den festklebenden Tieren
ausgeschleudert, aber sehr hiiufig nur mangelhaft, so dafs sie von
von einem Walde starrer Spiefse umgeben erscheinen; auch bleiben
sie oft an ausgestofsenen Trichiten mit den Cilien kleben.

Auchdie andere Hoffnung, es wiirden sich vielleicht bei Behand-
lung von Parami#cien mitspezifischem Antiserum Wirkungenergeben,
welche ausschliefslich nurdurch solcheszu erzeugen wiren, ist nichtin
Erfiillung gegangen. Alle genannten pathologischen Aufserungen
des Paramicien-Organismus lassen sich auch durch chemische
Mittel hervorrufen. Es liegen eben dieselben Verhaltnisse vor,
wie bei der Hamolyse, welche ebensogut durch chemische und
thermische Mittel als durch spezifische Antikorper bewerkstelligt
werden kann.

Von der Annahme ausgehend, dafs in den Eigenschaften des
Plasmas gesunder einerseits und durch spezifisches Serum
geldhmter Paramicien anderseits Unterschiede bestehen miissen,
unternahm ich firberische und andere Versuche, aber ohne
bisher ein verschiedenes Verhalten beider zu entdecken. Gerade
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beim Vergleich der Zerfliefsungserscheinungen gesunder und spe-
zifisch gelshmter Infusorien hi#tte man am ehesten erwarten
konnen, Unterschiede zu finden, weil einerseits die Vorgéinge der
»Zerflielsung¢« normaler Infusorien durch die treffliche Arbeit
Ko6lschs (4 wohlbekannt sind und anderseits das Protoplasma
hierbei in feineren Beziehungen beobachtet werden kann, als bei
irgend einem anderen Vorgang. Bisher haben aber meine Ver-
suche in dieser Richtung keinen Erfolg gehabt: die durch Er-
wirmung oder durch sanften Druck bewirkte Zerflielsung spezi-
fisch gelahmter Paramicien glich vollkommen derjenigen unter
gleichen Bedingungen erfolgenden normaler Kontrolltiere. Doch
sollen diese Versuche gerade mit Riicksicht auf die osmotische
Natur der dabei sich abspielenden Ver#inderungen gelegentlich
wiederholt werden.

Ferner seien die Ergebnisse von Vitalfdrbungen spezifisch ge-
lihmter Paramicien mitgeteilt. Dieselben wurden zu dem gleichen
Zwecke unternommen wie die Zerflie[sungs-Versuche, n#mlich
um etwaige Unterschiede im Verhalten von spezifisch beeinflulsten
und normalen Paramicien gegeniiber dem Neutralrot festzustellen.
Zu gleichen Mengen Zuchtfliissigkeit mit gelihmten Paramicien
einerseits und gesunden anderseits wurden gleiche Mengen (ge-
wohulich 3 Tropfen) verschiedener Verdiinnungen einer konzen-
rierten, wilsrigen Neutralrotldsung (100-, 5000- und 10000-fache-
Verdiinnungen) auf Objekttriiger gegeben, gemischt und ein mit
tWachsfiifschen versehenes Deckglas aufgesetzt. Normale Para
miicien wurden durch diesen Zusatz von 100-fach verdiinntem
Neutralrot in wenigen Stunden, meist unter Zuspitzung des Vor-
derendes abgetstet, nachdem sie eine anfinglich distinkte, an
bestimmte Granula gebundene, dann mehr und mehr diffuse Fir-
bung angenommen hatten. Zuerst stirbt das Vorderende ab. Das
absterbende Plasma nimmt im Gegensatz zu dem hochbordeaux-
rot sich firbenden lebenden mehr und mehr eine ziegelrote bis
braunrote Farbe an; schliefslich schwindet tiberhaupt jede Fiir-
bung. Gleichzeitig gehen Zerfliefsungs- und Gerinnungserschei-
nungen an den Korpern der Paramiicien vor sich. Der Zusatz
einer 5000-fachen Verdiinnung der Neutralrotlosung bewirkt eben-
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falls zun#ichst eine isolierte Firbung der Nahrungsvakuolen-Winde
und gewisser Granula am hinteren Kérperpol. Je mehr mit dem
Fortgang der Verdauung die Nahrungsvakuolen kleiner werden,
desto intensiver firbt sich der Inhalt. Allmihlich verbreitet sich
die Granulafirbung nach vorn und meist tritt auch eine Farbung
der warzenfdrmigen Vorspriinge der Pellicula zwischen den Cilien-
ansiitzen, wahrscheinlich durch eine rein mechanisch durch die
Wimperbewegung bedingte Ansammlung des Farbstoffs ein. Nach
6 Stunden liegen die Param#cien bei Anwendung der 5000-fachen
Verdiinnung still, nach 24 Stunden sind sie siimtlich darin ab-
gestorben. Der Zusatz von 10000-fach verdiinnter Neutralrot-
l8sung hatte eine noch grofsere Verlangsamung der Vitalfirbung
zur Folge, so dals noch nach 24 Stunden einzelne distinkt gefiirbte
Individuen am Leben waren. Diese selben Farbungen, in der-
selben Konzentration und gleichzeitig angewandt, hatten nun bei
spezifisch geldhmten Paramd#cien nicht denselben Erfolg. Je inten-
siver n#dmlich die Tiere geldhmt waren, desto geringer war die
eintretende Firbung, destolangsamer trat sie ein, wenn sie iiber-
haupt statt hatte. Der Zusatz von 100facher Verdiinnung des
Neutralrots, welcher gesunde Paramiicien in kurzer Zeit tdtet,
hatte bei gelihmten nach 4 Stunden lediglich den ersten Grad
der Farbstoffwirkung erzeugt, nimlich die distinkte Farbung der
Vakuolen-Winde und der umliegenden Granula des Hinterendes.
Noch nach 24 Stunden befanden sich die gelthmten Paramiicien
am Leben, jetat allerdings diffus gefirbt und gequollen. Die
10000-fache Verdiinnung hatte bei gut gelathmten in dieser Zeit
noch keine Farbung zu erzielen vermocht. Als der gleiche Ver-
such mit solchen Paramicien angestellt wurde, welche z. T, bereits
die Lihmung fast tiberstanden hatten, ergab sich eine geringere
Verzbgerung der Férbung gegeniiber den geléhmten Paramiicien;
die Erscheinung war ganz konstant: je mehr ein Tier die Ver-
giftung iberwunden und je mehr es beweglich geworden war,
desto mehr glich es in bezug auf seine Firbbarkeit mit Neutral-
rot den gesunden Paramicien. Ob die besonders dunkelrote
Firbung, welche einige Male bei immun gewordenen Paramécien
auffiel, auf einer Gesetzmélfsigkeit beruht, mufs noch dahingestellt
Archiv f. Hyglene. Bd. L1V. 2
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bleiben und soll bei Gelegenheit weiter untersucht werden. Wie
die obigen Befunde von der geringen Farbstoffaufnahme durch
spezifisch gelahmte Paramicien za deuten sind. ist nicht klar.
Jedenfalls ist sie, wie aus einem Kontrollversuche hervorgeht,
nicht allein auf Rechnung der lahmenden Substanz im spezifi-
schen Serum zu setzen: Denn auch inaktives Normal-Serum vom
Kaninchen, welchesin den angewandten Konzentrationen absolut
keine sichtbare Wirkung auf die Paramicien auszuiiben scheint,
verzigerte die Vitalfairbung erheblich, wenn auch nicht in dem
Mafse wie das spezifisch-toxische Serum.

Zum Schlusse sei noch bemerkt, dafs das Antiparamicien-
Serum ebenso im Dunklen als imn Hellen auf die empfindlichen
Tiere 13bhmend einwirkt.

Die l1ahmende Wirkung des Antiparamicien-Serums lafst sich
mit blofsem Auge verfolgen, wie sich gleich bei einem der
ersten Versuche ergab, der den Zweck hatte, die Wirkungen von
aktivem spezifischem, inaktivem spezifischem, aktivem normalem
und inaktivem normalem Kaninchenserum auf die Paramiciken
in 20facher Verdiinnung zu vergleichen. Die Proben wurden in
Reagenzglidsern angesetzt, und es liefs sich mit unbewaffnetem
Auge verfolgen, wie in dem aktiven spezifischen Serum und in
dem auf 53° !/, Stunde lang erhitzten spezifischen Serum die
Fliissigkeit mehr und mehr entvdlkert wurde und sich klirte,
indem die darin befindlichen Paramicien gelihmt zu Boden
sanken und gleichzeitig auch die Bakterien zu grofsen Haufen
agglutiniert wurden, die sich ebenfalls in der untersten Schichte
ansammelten. Im aktiven Normalserum sanken anfénglich eben-
falls die meisten Param#cien zu Boden, erholten sich aber schnell
und kamen wieder empor. Die Probe mit inaktivem Normal-
serum dagegen blieb in allen Schichten gleichmilsig bevolkert.
Die mikroskopische Kontrolle zeigte, dafs im inaktiven Normal-
serum die Paramicien nach schnell voriibergehenden Wirbel-
bewegungen, welche wohl durch die veriinderten osmotischen
Verhiltnisse bedingt sind, sich vollkommen unbeeinflulst zeigen,
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Aus dem Gesagten geht hervor, dafs die halbstiindige Er-
wirmung auf 53° diesem Serum die Fihigkeit, zu 14hmen, nicht
geraubt hatte. Auch die einstiindige Erhitzung auf 53° ver-
mochte dies nicht, wohl aber geniigte eine darauffolgende Er-
hitzung auf 55—56° (vergl. die einschligigen Angaben bei
Serum III). Merkwiirdigerweise liels sich aber das einmal inak-
tivierte Serum durch Zusatz von aktivem Normalserum nicht
wieder aktivieren. Ebenso war die Wirksamkeit durch Alexin-
zusatz nicht wieder herzustellen, wenn das spezifische Serum
sie nach Monaten spontan eingebiifst hatte.

Die Intensitit der Wirkung in bezug auf die Zahl der ge-
lshmten Param#cien und in bezug auf den Grad der Léhmung
bei den einzelnen war der Menge des jeweils verwendeten Serums
proportional, ebenso die Zeit, in welcher die Lahmung eintrat.
Durch ganz schwaches Serum wurden nur die empfindlicheren
Individuen beeinflulst. Je intensiver die L#ahmung war, desto
linger hielt sie an, aber noch 5 Tage lang gelihmte Paramécien
waren am Leben und konnten sich erholen. Sie erholten sich
rascher, wenn sie nach Eintritt der Lihmung von dem um-
gebenden Serum befreit, d. h. in Wasser gebracht wurden. Doch
hielt auch hier die Wirkung tagelang an, was wohl dafiir spricht,
dafs eine Regeneration wirklich geschidigter Teile erst notwendig
war. Bei der Temperatur von 37° trat die lihmende Wirkung
rascher als bei Zimmertemperatur ein, anfinglich konkurriert hier
aber die erregende Wirkung der Wirme mit der Wirkung des
Serums in der Weise, dafs das Exzitationsstadium ldnger an-
dauert als bei den Kontrolltieren (Serumwirkung bei 16 ° C), aber
dann wird die Lihmung um so schneller vollkommen.

Die Paramiicien verhielten sich dem spezifischen Serum
gegeniiber negativ chemotaktisch ; diese Tatsache wurde in der
Weise festgestellt, dals der unter einem gestiitzten Deckglédschen
befindliche Raum zur einen Hilfte mit bestimmten Verdiinnungen
des spezifischen Serums, zur anderen Hilfte mit Paramicienzucht
gefiillt wurde. Die Flucht der Tiere an den dem spezifischen
Serum entferntesten Teil des zur Verfiigung stehenden Raumes

bewies die negative Chemotaxis. Im Gegensatz dazu trat bei
2e
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Auffillung der einen Hilfte mit indifferenten Medien sehr
bald gleichmilsige Verteilung der Paramicien in den beiden
Deckglashilften ein.

Ein Verbrauch wirksamer Substanz war bei den doch ver-
béltnism#fsig geringen Mengen Paramicien, die in Beriihrung
mit dem Serum kamen, nicht festzustellen. Wenigstens wirkte
der Abgufs nach gelungenem Lahmungsversuch anscheinend un-
geschwiicht auf mehrere frische Portionen Paramiicien. In starken
Verdiinnungen wirkten die Sera erst nach Stunden und Tagen.

So trat eine Erlahmung in dem 100fach verdiinnten Serum
Nr. II erst nach Stunden ein, und nach 4 Tagen fanden sich
sogar im 400fach verdiinnten Serum die meisten Paramicien
vollkommen gelathmt und an ihre Nachbarschaft festgeklebt. Die
gleichzeitig angesetzten Proben mit schwiicheren Verdiinnungen
(50—200fach) beherbergten fast nur zerflossene und geronnene
Paramiicien nach dieser Zeit; doch ist die Deutung dieses Be-
fundes im Sinne eines mittlerweile schon eingetretenen lytischen
Prozesses nicht einwandfrei, da ja die aseptische Vornahme
dieser Versuche nichit moglich ist und durch Zusammenbringen
der Paramécienzucht mit den verschiedenen Serummischungen
reichliche Faulnis der letzteren eintritt, so dafs das Absterben der
Param#cien auf diese bezogen werden kann. Noch grofsere
Wahrscheinlichkeit aber hat die Annahme, dafs es durch die
auf die Organe der Ernéihrung iibergreifende Léhmung bedingt ist.

Antiglaukoma-Serum.

Ein 335 g schweres Meerschweinchen erhielt im Zeitraum
von zwei Monaten acht subkutane Injektionen zentrifugierter
Reinzuchten des Glaukoma scintillans Ehbg.; es befand sich in
den Reinzuchten nur eine einzige Bakterienart. Das Tier ver-
trug die Injektionen ohne Abszelsbildung und behielt sein ur-
spriingliches Korpergewicht.

Die Schilderung der Wirkung dieses Serums kann kurz ge-
fafst werden, da sich den Antiparamécien-Seris vollkommen analoge
Beobachtungen ergaben. In hoheren Konzentrationen war



Von Privatdozent Dr. Robert Réfsle. 21

zwischen der Wirkung normalen Meerschweinchen-Serums und
der des spezifischen Serums kein deutlicher Unterschied zu er-
kennen. Erst die 20fache Verdiinnung des Normalserums er-
wies sich unschéddlich fir Glaukoma und damit begann der
Bereich der spezifischen tonischen Wirkung beim Serum des
behandelten Tieres. Die htheren Verdiinnungen des spezifischen
Serums verhielten sich wie folgt:

20-fache Verdidnnung: sofort eintretende BewegungsstSrungen,
Rickwirtsrollen, nach 8 Minuten nur noch schwache Beweglichkeit, nach
14 Minuten Verklebung mit Bakterien und vollstéindiger Stillstand, nach
25 Minuten einseitige (» Thriinenform«) oder allgemeine Abrundung der Gestalt
Nach 24 Stunden einzelne zu Kugeln mit deutlich hervortretendem Kern
geronnen ; die dbrigen liegen in vollkommener Léhmung still.

40-fache Verdinnung: sofortige Bewegungsstsrung, nach 8 Minuten
nur noch schwache Ortsverinderung, nach 16 Minuten fast volliger, nach
45 Minuten vollstandiger Stillstand bei normaler Form. Nach 24 Stunden
merkwiirdige Grofsenunterschiede (allgemeine Quellung oder abnormes
Wachstum ?). Vereinzelte schwache Bewegungen.

80-fache Verdiinnung: Fast sofort bewirkte Drehbewegung; nach
10 Minuten meist Stillstand; wenn wieder eintretende Bewegung, dann
immer ROckwirtsrotation, nach 45 Minuten Stillstand; die meisten erhalten
»Thrinenforme¢ (ein K&rperpol zugespitzt, der andere abgerundet) Nach
24 Stunden wieder eingetretene Beweglichkeit; die meisten aber bleiben
schwach am Boden der Gefifse; Grofsenunterschiede!

160-fache Verdiinnung: Nach 3 Minuten die erste rollende Be-
wegung; nach 5 Minuten schwache, ruckweise Bewegungen fest am Platze;
innerhalb 80 Minuten sinken simtliche Tiere zu Boden, ohne die Fiahigkeit
der Fortbewegung ganz zu verlieren. Nach 24 Stunden normale Beweglich-
keit wieder hergestellt; keine bedeutenden Grofsenunterschiede zwischen
. den einzelnen Tieren.

320 fache Verddnnung: Innerhalb 156 Minuten keine Bewegungs-
stdrung, nur allmihliches Absinken zu Boden, Ausftthrung nur kleiner Be-
wegungen. Nach 24 Stunden Tiere vollkommen unbeeinflufst. -

Durch halbstiindiges Erhitzen auf 56 ° verlor das Serum die
Fahigkeit, Glaukoma zu l#hmen, nicht aber die F#higkeit der
» Agglutination:« Die Glaukoma blieben allerorts mit ihren Cilien
kleben. Die sonstigen feineren Ver#inderungen der Tiere durch
das aktive Serum (Cilienstillstand, lebhafte Kdrnchenstromung)
glichen vollkommen den Beobachtungen bei den Paramicien.
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Das Meerschweinchen ging bei einem Versuche, die Ver-
#nderungen und Schicksale der Glaukoma in der Bauchhohle
des immunisierten Tieres zu studieren, zugrunde.

Antiparamiicien-Serum Nr. lil.

Von den bisherigen Erfahrungen in dieser Untersuchungs-
reihe schien das Fehlen von eigentlichen lytischen Stoffen in den
spezifischen Seris die auffallendste. Es war nicht unmadglich,
diese Tatsache der im allgemeinen weniger wirksamen subkutanen
Injektion zur Last zu legen. Allein es war ja wegen der Natur
des Injektionsmaterials nicht angiingig, die intraperitoneale Ein-
spritzung zu versuchen. Deshalb war es sehr willkommen, in
dem kirzlich von Loffler (8) mitgeteilten »neuen Verfahren zur
Gewinnung von Antikdrpernc eine Methode kennen zu lernen,
welche die Einbringung der Paramicien samt den ihnen anhaf-
tenden Bakterien in die Bauchhohle ermdglichte. Sie besteht in
der Erhitzung des sorgfiltig getrockneten Antigens. Fiir die Pa-
ramécien gestaltete sich die Gewinnung eines wirksamen und bei
intraperitonealer Injektion ungefihrlichen Materials in folgender
Weise: Moglichst dichte Reinzuchten wurden vollkommen ab-
zentrifugiert, der Brei von Paramicien in sterilen Petrischalen
ausgestrichen und dann im Vakuum oder iiber Schwefelsiiure
sorgfiiltig getrocknet. Man erhielt dann an den dickeren Stellen
fettig glinzende graugelbe Schiippchen, bei guter Verteilung in
den Schalen nach Ablosung mit einem Messer ein lockeres feines
Pulver. Nun wurde im Trockenschranke !/, Stunde erhitzt; nach
dem Abkiihlen wurde das so sterilisierte Material mit NaCl-Lésung
versetzt, wobei es sich schlecht benetzte, und dann einem Kanin-
chen intraperitoneal eingespritzt. Das Tier erhielt innerhalb drei
Wochen acht derartige Injektionen, wobei sein Gewicht von
3090 g auf 2570 abnahm. Die jedesmalige Dosis an Paramicien-
trockensubstanz wurde genau gewogen, zwecks Orientierung iiber
die aus guten Parami#cien-Zuchten gewinnbaren und der zur
Immunisierung erforderlichen Mengen. Im ganzen erhielt das
Tier 150 mg Param#cien-(+ Bakterien)-Trockensubstanz. In 1 Liter
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dichter Paramé#cienzucht sind hochstens 30 mg Trockensubstanz
an Paramicien und Bakterien). 6 Tage nach der letzten Injek-
tion wurde dem Tiere Blut entzogen. Das Serum erwies sich
als wirksam, obwohl anscheinend nicht in dem Grade als die
vorigen Sera (trotz Verwendung grofseren Impfmaterials). Seine
physiologischen Wirkungen waren die gleichen wie die der
anderen Sera. Dagegen unterschied es sich in einer hochst
merkwiirdigen Weise von jenen dadurch, dafs es sich nicht in-
aktivieren liefs: bei halbstiindiger Erhitzung auf 70° wurde es,
wie jedes andere Serum triib opaleszierend, biifste aber seine
lahmende Wirkung nicht ein. Bei weiterer Erhitzung, gegen 80°,
gerann es allm#hlich.

Auch diesmal wurde die Wirkung des unverdiinnien spezifi-
schen Serums verglichen mit der des unverdiinnten Normal-
serums: die Paramd#cien starben in beiden innerhalb derselben
Zeit, ndmlich in 1,—3 Minuten, indem Kern und Plasma ge-
rannen. Der einzige Unterschied, der bemerkt wurde, bestand
darin, dafs im spezifischen Serum nach eingetretenem Tode an
vielen Individuen nach eine Abhebung der Pellicula von dem
Endosarke zu beiden Seiten des Tieres durch eine erst postmortal
eintretende Fliissigkeitsansammlung eintrat.

Die Wirkung des verdiinnten spezifischen Serums (gewdhn-
lich wurde die 40fache Verdiinnung verwendet) hielt meist bei
ausschliefslicher Lahmung der Fortbewegungsorgane, mehrere
Tage an; vom dritten Tage an mehrten sich die wieder beweglich
gewordenen Tiere und von Tag zu Tag konnte man ver-
folgen, wie die Zahl der gelshmten sank und diejenige der in
den oberen Schichten der Fliissigkeit frei herumschwimmenden
zunahm. Dies konnte nicht anders erkldrt werden als dadurch,
dafs vermdge des wihrend der #ufseren Lihmung unbehindert
vor sich gehenden Stoffwechsels die Vergiftung iiberstanden wird
und die geschidigten Teile regeneriert werden. Damit erhob sich
die Frage, ob durch ein derartiges Uberstehen der Vergiftung
gegenilber einer wiederholten Vergiftung ein ver#inderter Zustand
geschaffen wird, also vielleicht Uberempfindlichkeit oder Immunitst
eintritt. Schon der erste Versuch bewies eine ganz auffallende Herab-
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setzung der Empfindlichkeit gegeniiber dem spezifischen Serum: eine
Reihe Paramécien, welche vor 3 Tagen geldhmt worden waren, und
von denen sich die H#lfte erholt hatte, wahrend die andere Halfte sich
noch in geldhmtem Zustande befand, wurden mit Wasser vorsichtig
von Resten des alten Serums gewaschen und nach dem Zentrifu- -
gieren in eine frische Uhrschale gesetzt, in der die gelthmten sofort
zu Boden sanken unter bald aufhérenden, ruckweisen Versuchen
zur Fortbewegung, wihrend die gesundeten Tiere in den oberen
Schichten herumschossen. Zur Kontrolle wurden normale Para-
micien auf ganz die gleiche Weise behandelt und in eine zweite
Uhrschale gebracht. Beide Proben wurden nun mit der gleichen
Menge spezifischen Serums versetzt, sodafs eine 40 fache Ver-
dinnung derselben entstand, durch vorsichtige Mischung
mittels steriler Pipetten. Wihrend die normalen Paramicien
binnen wenigen Minuten der lithmenden Wirkung unterlagen,
blieben diejenigen Paramicien, die sich von der ersten Vergiftung
vollkommen erholt hatten, ganz munter, und erst ungefahr nach
1 Stunde sanken einige wenige davon nach abwérts, ohne die
wilden Bewegungsstdrungen zu zeigen, mit denen bei normalen
Tieren sonst die Serumwirkung eingeleitet wird. Was die Para-
micien dieser Probe betrifft, welche sich noch in gelihmtem
Zustande befanden, so schien die zweite Dosis des spezifischen
Toxins die Vergiftung eher zu verstirken, indem bei einigen die
tiefer greifende Lahmung der Vakuolen und des Peristomfeldes
eintrat Der eben beschriebene Versuch wurde in verschiedener
Weise, aber immer mit demselben Resultate wiederholt; u. a. wurde
gozeigt, dafs Paramicien, welche eine zweimalige Vergiftung
iiberstanden hatten, auch gegen eine erhdohte Giftkonzentration
nur 20fache Verdiinnung nach zweimaliger Behandlung mit
40 fachen Verdiinnungen) ohne Ausnahmen ganz unempfindlich
geworden waren.

Zusammenfassung.

Die vorliegenden Untersuchungen waren zum Zwecke morpho-
logischer Studien unternommen worden. Wenn sie nun auch
hisher gerade nach dieser Richtung keine Resultate gehabt haben,
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so bieten ihre Ergebnisse doch vielleicht in bezug auf theoretische
Fragen der Immunit#tslehre und in bezug auf die Klinik der durch
Protozoen verursachten Infektionskrankheiten einige interessante
Hinweise. Systematische Versuche iiber Immunisierung gegen
Protozoen liegen bisher nicht vor. Die einzigen Angaben,
welche iiber die Einwirkung eines spezifischen Serums auf Pro-
tozoen existieren, stammen von Laveran und Mesnil (") und
sind verzeichnet in ihren Untersuchungen iiber die Trypano-
somiasis der Ratten. Auch die klinische Seite der Frage war voll-
kommen unbearbeitet und unsicher bis in die jiingste Zeit;
wufste man ja nicht einmal fiir die seit altersher bekannte
Malaria gewifs, ob ihre Uberstehung eine Immunitat verschaffte,
wie viel weniger fiir diejenigen menschlichen und tierischen
Seuchen, welche noch nicht lange bekannt sind und deren Natur
noch spiéter als die der Malaria erkannt worden ist. Bevor
R. Koch (}) im Jahre 1900 an einem einwandsfreien Kranken-
material feststellte, dafs es eine erworbene Immunitit nach
Malariaerkrankung gibt, war gerade die entgegengesetste Meinung
die herrschende, dafs n#mlich das Uberstehen der Malaria gegen-
Qiber einer Reinfektion empfanglicher mache. Koch hat dann
auch in Ubereinstimmung mit Smith und Kilborne die Mit-
teilung gemacht, dafs beim Texasfieber eine Immunitit erworben
wird (zit. nach Kossel (. Es besteht zwischen dieser Proto-
zoen-Infektion und der Malaria darin noch eine besondere Ahnlich-
keit, dafs gerade die Durchseuchung in frither Jugend einen wirk-
sameren Schutz als das Uberstehen in spiterem Lebensalter
verleiht. Seitdem mehren sich die Angaben tiber die Moglichkeit
der Erwerbung aktiver Immunitit bei Protozoen-Infektionskraunk-
heiten. Inwieweit diese Frage durch obige Untersuchungen
tiber Immunisierung gegen Infusorien und Flagellaten beriihrt
wird, darauf soll weiter unten eingegangen werden.

Schon 1899 haben L. Rabinowitsch und Kempner (%)
gelungene Ubertragungsversuche von Trypanosomen grauer Ratten
auf weifse Ratten ausgefiihrt und mitgeteilt, dafs die weifsen und
gescheckten Ratten, welche sich niemals spontan mit Trypano-
soma Lewisi infizieren, durch die einmalige Impfung eine aktive
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Immunitit erwerben, ferner dafs das Serum solcher weifsen Ratten
anderen bei der Infektion Schutz verleiht (passive Immunit#t.)
Doch konnten Rabinowitsch und Kempner keine fiir die
Parasiten schidlichen Wirkungen des Immun-Serums erkennen:
Weder Agglutination noch Entwicklungshemmung. Demgegeniiber
stellten Laveran und Mesnil (l. c.) fest, dafs das Serum von
Ratten, welche eine oder mehrere Injektionen von Trypanosomen
erhalten hatten, eine »Agglomerationc der Flagellaten erzeugte.
Gewdhnlich trat vor der H#ufchenbildung keine Immobilisation
ein. Eine ldhmende Wirkung gewann das Serum iiberhaupt nur
bei langedauernder und forcierter Immunisierung mit Trypano-
soma; auch dann erschien der paralysierende Erfolg nur bei An-
wendung stéirkerer Konzentrationen (z. B.: eine Ratte hatte in
sieben Monaten 13 Impfungen erhalten; ihr Serum lihmte nur
noch in 10facher Verdiinnung). Die agglutinierten Trypanosomen
sind in den Seris von gewdhnlicher Stirke ebenso beweglich wie
die isolierten gesunden. Indem sie mit dem geifsellosen Hinter-
ende verkleben, bilden sie, oft in Dutzenden, Rosetten, an deren -
Peripherie die Geifseln lebhaft schlagen. Nie sahen sie die ge-
ringste morphologische Ver#inderung an den agglomerierten Try-
panosomen. Diese blieben trotz Agglutination am Leben und
infektids. Nie vermochten sie eine Aufldsung der Flagellaten
durch das Serum zu konstatieren.

Vergleicht man mit diesen Angaben die obige Schilderung
der Wirkung meiner Anti-Infusorien- und Anti-Flagellaten-Sera,
so ergibt sich eine Ubereinstimmung in der Art ikrer Wir-
kungen und Unterschiede nur in den Graden der ver-
schiedenen Wirkungsweisen. Wihrend bei meinen Seris sowohl
fiir die Infusorien (Paramicium caudatum und Glaukoma scin-
tillans) wie fiir das kleine Flagellat, Chilodon paramécium, die
laihmende Wirkung weit {iberwog, trat in jenem Anti-Trypano-
somen-Serum die agglutinierende Wirkung in den Vordergrund.
Auch war die Stiirke der Sera erheblichh verschieden: diejenigen
von Laveran und Mesnil agglutinierten hochstens noch in
50facher Verdiinnung (lihmten hichstens noch in 10facher Ver-
diinnung); ich beobachtete lshmende Wirkung noch in 400facher



Von Privatdozent Dr. Robert Réfsle. 27

Verdiinnung. Gemeinsam ist die Feststellung, dafs es unmdglich
ist, morphologische Veréinderungen an den beeinflulsten Proto-
zoen ausfindig zu wachen, dafs niemals Aufldsungserscheinungen
zu sehen sind (welche an die Bildung lytischer Antikdrper denken
lielsen), und dals die tatsiichlich gewonnenen Antikdrper paraly-
sierender und agglutinierender Natur die Protozoen gar nicht
oder kaum schidigen. Dies ist ein neuer Beweis fiir die wichtige
Tatsache, dafs wir nicht berechtigt sind, diese Antikdrper als
Schutzstoffe zum Zwecke der Uberwindung der parasitiren Proto-
zoen anzusehen; es verbietet sich also die teleologische Auffassung
der Antikdrperproduktion, wenigstens soweit es sich um die
paralysierenden und agglutinierenden Stoffe handelt; wenn, wie
Laveran und Mesnil gesehen haben, die Trypanosomen in
der Bauchhshle des immunen Tieres lange am Leben bleiben,
so weist dies darauf hin, dafs ibhre endgiiltige Beseitigung auf
anderem Wege zustande kommen mufs als durch die schiédigende
Wirkung der Korpersifte. Tatsiichlich haben die franzosischen
Autoren beobachtet, dafs die Vernichtung der Parasiten allein
durch Phagocytose bewerkstelligt wird.

Es ist fraglich, ob bei der natiirlichen Erwerbung einer
aktiven Immunitit gegen Protozoen je so stark wirksame Sera
zustande kommen, als ich sie durch kiinstliche Immunisierung
erhielt, Wdare dies der Fall, so wire ja allerdings, wie wir ge-
sehen haben, die Moglichkeit gegeben, dafs die Parasiten infolge
tiefergreifender Lihmung (Lihmung der exkretorischen und metri-
torischen Apparate) durch die spezifische Siftewirkung absterben.
Aber es mufs auch daran erinnert werden, dals die bisher be-
kannten parasitischen Protozoen fast ohne Ausnahme sich auf
andere Weise ernéihren als diejenigen, die ich als Antigene be-
nutzt habe, so dafs ein Analogie-Schlufs von Paramécien auf
parasitische Protozoen nicht ohne weiteres zul#ssig ist.

Auf die Besonderheit der »Agglutination« durch die Anti-
paramécien- und Antiglaukoma-Sera muls noch mit einigen Worten
eingegangen werden. Am auffallendsten war, dafls niemals die
spezifischen Zellen miteinander verklebten, sondern immer nur
mit den Gefifs-Wénden oder mit den anderen zur Immunisation
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verwendeten Zellen (Bakterien, Chilodon, Paramicium). Befanden
sich Lebewesen in der Zucht, die nicht als Antigen gedient
hatten, so blieben die Paramiicien oder das Chilodon niemals
an ihnen haften. Dies erinnert an Beobachtungen von Bordet
und von Kraus (zit. nach Paltauf (%), wonach bei Gemengen
von zweierlei Blutkdrperchenarten Zusatz von fiir die eine Art
spezifischem Serum nur eben diese miteinander verkleben liels.
Die spezifisch beeinflufsten Blutkdrperchen blieben niemals an
den normalen hingen.

Obwohl die Param#cien meist mit einem ihrer Korperpole
haften blieben, so war doch keine ausschlielsliche Beteiligung
bestimmter Korperstellen bei der Agglutination zu beobachten
wie etwa bei den Trypanosomen. Die makroskopische Be-
obachtung der Serumwirkung gegeniiber den Param#cien er-
innerte sehr an den englischen Ausdruck fir Agglutination:
sedimentation, weil im Vordergrunde der sich im spezifischen
Serum abspielenden Vorgiinge die Lahmung und hierdurch be-
dingte Absinken der Protozoen stand. Schon den ersten Be-
obachtern der Agglutination fiel der Verlust der Eigenbewegung
als stetes Begleitsymptom der H#ufchenbildung auf (Gruber
und Durham, Bordet, Metschnikoff).

Das Fehlen von lytischen Stoffen in cytotoxischen Seris und
das Vortreten von paralysierenden Eigenschaften scheint sehr
oft Hand in Hand zu gehen; wenigstens ist dies fir die Sper-
motoxine durch Landsheimer(®), Metschnikoff (') und
Moxter(?), fiir Antisera gegen Flimmerepithelien durch v. Dun-
ger n (') bekannt. Es trifft also nach den bisherigen Erfahrungen
auch fiir die Antisera gegen Protozoen zu. Es wire von Interesse
zu sehen, ob man durch Immunisierung gegen Amdben, welche
keine speziellen Bewegungsorgane besitzen, weniger lihmende
und dafiir lytische Antikorper erhiilt. Was die Leukozyten be-
trifft, so habe ich keine Angaben dariber finden konnen, ob
durch ein Leukozytotoxin (Metschnikoff I ¢, Funck,(?) die
Bewegungsfiihigkeit der weilsen Blutzellen aufgehoben wird.!) Es

1) Nach einer Mitteilung von Prof. Gruber ist dies der Fall.
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sind nur Aufhellungen und Kernverinderungen beschrieben. Es
ist auffallend, dafs gerade die mit kriiftigen Bewegungen begabten
Zellen, zur Immunisierung verwendet, die Bildung vorwiegend
paralysierender Antikérper auslosen. Eine Erklirung lafst sich
dafiir nicht geben. (Doch mag daran erinnert werden, dafs
wenigstens die freilebigen unter ihnen entsprechend der Fihigkeit
der schnellen Fortbewegung und der hohen Ausbildung der Be-
wegungsorgane eine andere Ernahrungsweise besitzen als z. B.
die Bakterien, von welchen man Lysine erhilt. Vielleicht sind
es die eigenartigen Enzyme der Verdauung, welche als Antigene
in besonderer Weise wirken. Fiir die Param#cien ist ein
diastatisches Ferment von Mesnil und Mouton (°) nachgewiesen
worden).

Negativ wie die Versuche, morphologische Eigentiimlich-
keiten an den spezifisch beeinflufsten Zellen zu entdecken, fielen
die Experimente aus, welche den Zweck hatten, zu priifen, ob
geringe Dosen des paralysierenden Serums etwa lediglich eine
stimulierende Wirkung besilsen. Dies war nicht der Fall. Das
gleiche negative Resultat verzeichnet iibrigens Metschnikoff
(I. c.) fur die gleichen Versuche mit geringen Dosen von spermo-
toxischem Serum. In beiden Fillen verléngerte sich mit ab-
nehmender Dosis des spezifischen Giftes nur die Zeit bis zum
Eintritt der Lahmung.

Was die merkwiirdige Beobachtung betrifft, dafs das Serum III
sich der paralysierenden Wirkung auch durch halbstiindiges Er-
hitzen auf iiber 70° C nicht berauben liefs, so steht sie meines
Wissens einzig da. Die anderen Antiparamicien-Sera liefsen sich
durch einstiindiges Erhitzen auf 56° der lihmenden und agglu-
tinierenden Eigenschaften berauben. Worin die Verschiedenheit
der Sera begriindet liegt, ist nicht zu sagen (das Material fiir
das Serum III war in der Wirme geziichtet und nach der
Lofflerschen Methode behandelt worden). Dafs iibrigens Sera
mit vorwiegend paralysierenden Eigenschaften sich der Erhitzung
gegeniiber anders verhalten als die gewdhnlichen lytischen Sera,
geht aus Angaben von Laveran und Mesnil (I. ¢.) hervor:
Die Erwidrmung des Antitrypanosomenserums auf 55° zerstdrte
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nur halb dessen l#hmende Eigenschaften, selbst die Erwiirmung
auf 64° vermochte dies nicht 'vollstiindig, wihrend bei 6490 die
Agglutinine vollstdndig zugrunde gegangen waren. Moxter (1. c.)
berichtet, dafs die lshmende Wirkung seines Spermotoxins durch
1}/,—2stiindiges Erhitzen auf 58° verschwand.

So viel tiber die Wirkungen und die Eigenschaften der
spezifischen, gegen Protozoen gerichteten Sera, soweit sie bis
jetzt bekannt sind. Was die gegen diese Sera von seiten der
Protozoen erwerbbare Immunitit betrifft, so ist durch meine
obigen Versuche sichergestellt, dafs eine solche, wenigstens bei
den Paramiicien, sehr leicht eintritt. Diese Tatsache diirfte, wenn
sie in gleicher Weise fiir parasitische Protozoen konstatiert wird,
von klinischer Bedeutung sein, indem es bei spontaner Infektion
mit krankheitserregenden Protozoen fir den Verlauf der Krank-
heit mafsgebend sein wird, welcher von den beiden Organismen
sich zuerst eine wirksame Immunitit gegen die ihm schidlichen
Stoffe des anderen verschafft. Jedenfalls darf man daran denken,
dafs die Chronizitdt mancher und die Unheilbarkeit mancher
Infektionskrankheiten, insbesondere der durch Protozoen ver-
ursachten, darauf beruhen kann, dafs die pathogenen Keime
gerade gegeniiber den vom Organismus produszierten, spezifisch
gegen sie gerichteten Siften aktive Immunitit erwerben kdénnen.
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\) Studien zur relativen Photometrie.?)
IIL Teil.

Vom

Dozenten Dr. Stan. RizZicka.

(Aus dem k. k. Hygienischen Institute des Prof. Dr., Gustav Kabrhel
in Prag.)

Ich habe in meiner friiheren Arbeit?) gezeigt, dafs der Licht-
charakter einzelner Arbeitsplitze (z. B. in der Schule) in bezug
auf das Taglicht am besten in der folgenden Art fiir hygienische
Zwecke fixiert und ausgedriickt werden kann: Man liest an
einem nebligen dunklen Tage — bei gleichméfsig diffus leuch-
tendem Himmelsgewdlbe — gleichzeitig die Lichtintensitit des zu
beurteilenden Arbeitsplatzes und des Himmelsgewdlbes im Zenit
mittels eines Photometers ab und berechnet das Verhiltnis dieser
zwei Intensitiiten. So findet man z. B., dafs ein Platz nur 19,
der gleichzeitigen Lichtintensitit des Himmelsgewtlbes aufweist,
ein anderer 29, ein dritter 5¢,.

Welchen Wert hat eine solche Angabe fiir die hygienische
Beurteilung des betreffenden Arbeitsplatzes in bezug auf seine
Taglichtbeleuchtung ?

Es ist notig, sich zu vergegenwiirtigen, dafs das Grund-
erfordernis der Hygiene in bezug auf die Taglichtbeleuchtung

1) Vo;;elegt der Bohm. Kaiser Franz-Josephs-Akademie in Prag am

7. April 1905.
23 Dieses Archiv, Bd. B1.
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so lautet, dafs die absolute Lichtintensitit eines Arbeitsplatzes
niemals unter eine bestimmte Minimalgréfse sinken darf, als
welche im allgemeinen fiir gewdhnliche Schularbeiten die In-
tensitdt von etwa 20—25 Meterkerzen angenommen wird.

Wir wollen uns nun vorstellen, dafs man wiifste, innerhalb
welcher Grenzen sich die Lichtintensitit des Himmelsgewdlbes
binnen des unglinstigsten — in bezug auf die Taglichtintensitit —
Jahresteiles wihrend der Unterrichtsstunden bewegt.

Nehmen wir an, dafs die Lichtintensitit des Himmels-
gewdlbes an den dunkelsten nebligen Tagen (aufser der aus-
nahmsweise stark dunklen Tage) nicht unter 2000 Meter-
kerzen sinken wiirde.

Es ist klar, dafs dann ein Arbeitsplatz, an welchem wir
mittels meiner Methode — der relativen Photometrie — bei
gleichmifsig diffus leuchtendem Himmelsgewdlbe den Quotienten
19, gefunden haben (welcher bedeutet, dals am Arbeitsplatze
eine hundertmal kleinere Lichtintensitit als am Himmelsgewdlbe
abgelesen wurde), bei solcher »minimaler« Tageslichthelligkeit
(die Intensitdt des Himmelsgewdlbes — 2000 Meterkerzen), die
Lichtintensitit von 20 Meterkerzen, also die noch minimal zu-
lissige haben wird. Ferner ist es klar, dafs Arbeitsplitze, welche
einen kleineren Quotienten als 19, aufweisen, bei obiger mini-
maler Tageshelligkeit eine geringere als die minimal noch zu-
lassige (= 20 Meterkerzen) Lichtintensitét haben. )

Aus dem Angefiihrten ergibt sich, dalfs man im Sinne meiner
Methode — der relativen Photometrie — das hygienische Er-
fordernis in bezug auf die Taglichtbeleuchtung eines Arbeits-
platzes einfach in der Weise formulieren kann, dafs ein Arbeits-
platz fiir gewshnliche Schularbeit bei nebligem dunklem Wetter,
bei gleichmifsig diffus leuchtendem Himmelsgewlbe wenigstens
19/, der im Zenit am Himmelsgewdlbe gleichzeitig abgelesenen
Lichtintensitit aufweisen mulfs.

Die Frage aber, innerhalb welcher Grenzen sich die Licht-
intensitdt des gleichmifsig bedeckten Himmelsgewslbes im un-
ginstigsten Jahresteile w#hrend der Unterrichtsstunden bewegt,

ist noch nicht systematisch bearbeitet worden.
Archiv fir Hygiens. Bd. LIV. 3



84 Studien zur relativen Photometrie.

Ich mufste also selber solche systematische Messungen aus-
fihren, deren Resultate fiir den verlaufenen Winter im folgenden
mitgeteilt werden.

Die Messungen habe ich am 24. November 1904 angefangen
und mit einer kleinen Unterbrechung kontinuierlich bis Ende
Janner 1905 fortgefiihrt. Und zwar wurde die Lichtintensitdt des
Himmelsgewtlbes im Zenit mittels eines Weberschen Photo-
meters abgelesen. Der Apparat war unter einem Dachfenster
des Dachbodenraumes im Institute, gegen das Himmelsgewdlbe
gerichtet, dauernd aufmontiert. Zur Ablesung wurde das Fenster
immer gedffnet. Die Lampe des Apparates war griindlich von
Vorh&ngen umgeben, um Stdrungen der richtigen Lage der
Benzinflamme durch Luftstrémungen zu vermeiden,

Die Ablesung wurde immer um 9 Uhr vormittags und um
3 Ubr nachmittags vorgenommen. Diese Ablesungszeitpunkte
sind aus folgenden Griinden ausgew#hlt worden: Es ist nicht
notig, zu verlangen, dafs die Lichtintensitit wihrend der ganzen
Unterrichtsdauer des Tages — von 8 Uhr friih bis 4 Uhr nach-
mittags — der oben angefiihrten hygienischen Anforderung ent-
spriiche. Denn es ist moglich fiir den ungiinstigsten Jahresteil
auf die erste und letzte Stunde solche Lektionen zu verlegen,
welche kein Lesen, Schreiben und #hnliche die Augen besonders
anstrengende Arbeiten erfordern.

Es geniigt also, wenn die Beleuchtung von 9 Uhr vor-
mittags bis 3 Uhr nachmittags den Anforderungen entspricht. !)
Eventuell mufs man sich in der ersten bezw. letzten Stunden
durch kiinstliche Beleuchtung aushelfen.

Anfangs habe ich die Messungen nur bei gleichmilsiger
oder wenigstens annéhernd gleichmifsiger Bedeckung des Himmels
ausgefiibrt (Ergebnisse in der Tabelle durch fettgedruckte
Zshlen ausgedriickt), spiter aber vergleichshalber auch bei un-
gleichmifsiger Bedeckung.

1) Nattrlich kommen — ausnahmsweise — auch nach 9 Ubr, bzw. vor
8 Uhr niedrigere Intensititen vor als die zu diesen Zeitpunkten gemessenen.
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Die Lichtintensitit des Himmelsgew8lbes im Zenit (in Meterkerzen).

'

Datum | 9 Ubr Bedeckung des Himmels 3 Uhr Bedeckung des Himmels
' vorm. nachm.
November
24, 5446 1209
26. 8916 — | unbedeckt
g?' } unbedeckt } unbedeckt
28, 4707 — | unbedeckt
29. 554 5768
30. 8566 8512
Dezember
1. 1879 1240
2. 1148 2448
3. 1360 1108
4 1183 : —
b. — ungleici:mmig bedeckt | —
6. 8896 : — ungleichmafsig bedeckt
1. 2126 -
8. 8859 2448
9. 2706 — . .
10. 4120 B } ungleichméfsig bedeckt
11. 1824 1620
12. 8896 21568
13. 5648 1850
14. 2204 80?)
16. 1156 ‘ — | ungleichmiifsig bedeekt
16. — | ungleichmifsig bedeckt | 2022
17. 1277 ’ 1889
18. - 1824 1630
19. — | ungleichm#fsig bedeckt | — | ungleichm#fsig bedeckt
20. 8896 ' 527
21. 3560 | etwas ungleichmifsiger | 4672 | etwas ungleichmafsiger
bedeckt bedeckt
22. 2278 | blauer Himmel, 1214 | blauer Himmel
wenige Wolken
23 1680 dito 2926
24, 8776 | ungleichmifsig bedeckt | 4672 | ungleichmifsig bedeckt

25. Dezember bis 3. Januar wegen Krankheit nicht gemessen.

1) Von 10 Uhr angefangen ein ganz anfsergewdhnlich dunkler Tag
(am 11 Ubr vormittags 163 Meterkerzen).

3.
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Datum | 9 Uhr | Bedeckung des Himmels | 8 Uhr | Bedeckung des Himmels
vorm. nachm.
Januar
4. 8006 4282
6. 4147 272
6. 3896 | ziemlich ungleichmifsig | 8520
bedeckt
1. 2572 4572
8. — —_
9. 2890 | blauer Himmel 2448 | blauer Himmel
10. 2777 | ungleichmifsig bedeckt —
11. 8359 4282
12. 6477 4572 ungleichmiifsig bedeckt
13. 2448 5353
14, 3779 | ungleichmafsig bedeckt | 8859 | klar, blaulicher
Himmel
15. — —_
16. 8175 4282
17. 2448 4019
18. 4572 . . 6643 | ungleichmifsig bedeckt
19. | 4959 } ungleichmafsig bedeckt] o227 | blaner Himmel
20. 2448 | blaulicher Himmel 4572 | blaulicher Himmel
21. 4282 | ungleichmifsig bedeckt | 2777 | blaner Himmel
22, — —
23. 2688 | blaulicher Himmel —
24. 3176 4572 | blauer Himmel
25. 8257 5966
26. 4572 | ungleichmifsig bedeckt | 83667 | ungleichmiifsig bedeckt
21. 4572 dito 4572 dito
28. 1898 1898
29, 2159 21569
30. 2159 2088
31. 8896 7512
Februar
1. 6478
Die Tabelle zeigt, dafs — mit Ausnahme des ungiinstigsten
Monates: Dezember — die Intensitdt des Himmelsgewdlbes im

Zenit zwischen der 9.Stunde vormittags und der 3. Stunde nach-
mittags sich fast ausnahmslos oberhalb des Wertes von 1500 Meter-
kerzen erhilt, ja sogar fast ohne Ausnahme oberhalb des Wertes
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von 2000 Meterkerzen: Unter 56 Messungen ergaben nur 3 (5,47%,)
Fille Intensititen unterhalb 2000 und von diesen dreien nur ein
Fall (1,8%,) eine Intensitit unterhalb 1500 Meterkerzen.

Im Dezember ergaben die Messungen viel ungiinstigere Re-
sultate: Unter 39 Messungen wiesen ganze 19 (— 48,79,) eine
niedrigere Intensitdt als 2000 Meterkerzen, von diesen 19 sogar
11 (28,29,) Fille weniger als 1500, und von diesen noch 3 (7,4 %)
weniger als 1000 Meterkerzen.

Kehren wir jetzt zu der vorlaufig vorher gemachten Annahme,
dafs wir im Sinne meiner Lichtmessungsmethode als das Minimum
der Taglichtintensitit an einem Arbeitsplatze 1%, der im Zenit
des Himmelsgewtlbes abgelesenen Intensitit bezeichnen wiirden.
Wie gestaltete sich die Taglichtbeleuchtung eines solchen Arbeits-
platzes im Verlaufe der verflossenen Winterperiode?

Im Dezember herrschte unter 39 Fillen 19 mal an diesem
Platze um 9 Ubr vormittags bzw. um 3 Uhr nachmittags eine
geringere Intensitit als die minimal zugelassenen 20 Meterkerzen;
sogar 11 mal eine geringere als 15, ja 3mal eine geringere als
10 Meterkerzen.

Es ist klar, dafs uns auch die Minimalanforderung 19, fiir
diese ungiinstigste Jahreszeit nicht vor einer bedeutenden Anzahl
von Fillen schiitzt, in welchen zwischen 9 Uhr vormittags und
3 Ubr nachmittags an den am schwichsten beleuchteten Arbeits-
plétzen die Belichtungsintensitit selbst bedeutend unter das zu-
gelassene Minimum sinken wiirde.

Natiirlich gentigt es in solchen Fillen, einfach, die kiinstliche
Beleuchtung anzuwenden. Das kostet natiirlich Geld, und es ist
einfach Sache des Kalkiils, bis wieweit es vorteilhafter ist, die
ungentiigende Taglichtbeleuchtung der Schulzimmer mittels
kiinstlicher Beleuchtung zu ersetzen, und wieweit man wieder
besser auf seine Rechnung kommt durch Erreichung eines reich-
licheren Taglichtzutrittes mittels erhshten Bauaufwandes inklusive
der Grundstiickbeschaffung, wodurch man einen héheren Minimal-
quotienten fiir die Taglichtbeleuchtung der dunkelsten Arbeits-
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plitze als 19, erreichen kann.!) Vom rein hygienischen Stand-
punkte mufs man natiirlich immer dem Taglicht Vorzug geben.

Auf Grundlage obiger Messungen nehme ich vorldufig?2) als
sminimale Tageshelligkeit« 2000 Meterkerzen (im Zenit
des Himmelsgewdlbes gemessen) an.

Was die Frage betrifft, auf welche Art es moglich ist zu
ermitteln, wieviel Prozente von der Intensitit des Himmelsgewdlbes
die an einem bestimmten Arbeitsplatze herrschende Intensitit
betrigt, soll folgendes angefithrt werden :

1. Bei einem fertigen Geb#ude kann man die von mir in
meiner oben zitierten Arbeit angegebene Methode be-
nutzen. (Gleichzeitige Ablesung der Lichtintensitit am
Himmelsgewdlbe und am betreffenden Arbeitsplatze.)

2. Wenn erst nur die Pline eines zu bauenden Geb#udes
vorliegen, so ist der folgende Weg moglich :

Es wird ein teilweises Modell des Geb#udes angefertigt, an
welchem alle den Zutritt des Taglichtes beschrinkenden Winde,
Dé#cher usw. genau ausgefiihrt wiren (dabei sind die ungiinstigsten
durch die Bauordnung zugelassenen Verhiltnisse und nicht die
gerade vorhandenen zu beriicksichtigen.) Im Modell des Ge-
b#udes werden nur die Parterreklassen ausgefiihrt und in diesen
wieder nur die dunkelsten Arbeitsplitze; denn es geniigt, die un-
giinstigsten Plitze zu beriicksichtigen: wenn diese den An-
forderungen entsprechen, entsprechen desto besser die giinstigeren.
Auf der oberen Fliche der Decke des eben auszumessenden
Raumes wird ein Apparat aufgestellt, welcher durch einen Spiegel
das Bild des Zenitteils des Himmelsgewdlbes®) in das Auge des

1) Bei der Erhshung der Minimalforderung auf 1,5°/, wirden von
jenen 89 Fillen nur in 10 die dunkelsten Plitze eine geringere Intensitit
als 20, davon nur 3 eine geringere Intensitiit als 15 Meterkerzen aufweisen.

2) Der definitive Wert soll erst auf Grundlage eines grofseren Materiales
gewihlt werden.

3) Die Messung mufs auf einem freien Platze unter freiem Himmel
ausgefthrt werden.
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Beobachters reflektiert; ein zweiter Spiegel reflektiert ebenso das
Bild eines weifsen Papierstiickchens, welches auf dem zu messenden
Arbeitsplatze liegt (oberhalb des Arbeitsplatzes muls zu diesem
Zwecke in der Decke eine kleine Offnung hergestellt sein). Dieses
zweite Bild erscheint dem Auge des Beobachters als ein Fleck
auf dem Bilde des Himmelsgewdlbes. Mittels eines kalibrierten
Rauchglaskeiles wird das letztere Bild soweit verdunkelt, bis es
infolge kongruenter Intensitit mit dem Bilde des Arbeitsplatzes
eben genau verschwimmt.

Auf der Skala wird dann direkt abgelesen — nach der Ein-
stellung des Keiles — wieviel Prozent von der Intensitit des
Himmelsgewdlbes diejenige des betreffenden Arbeitsplatzes betrigt.

Die ziemlich schwierige Konstruktion dieses Apparates bildet
den Gegenstand meiner weiteren Arbeit.



Wasserstoffsuperoxyd als Reinigungs- und Desinfektions-
mittel im Friseurgewerbe.

Yon
Dr. R. Hilgermann.

(Aus dem Hygienischen Institut der Universitit Berlin. Direktor: Geh.
Med.-Rat Prof. Dr. Rubner.)

Bei der Fiirsorge zur Verhiitung der Ubertragung ansteckender
Krankheiten in den offentlichen Gewerben hat sich in dem
letzten Dezennium die Aufmerksamkeit der Gesundheitsbehdrden
auch besonders auf das Friseurgewerbe erstreckt, seitdem wieder-
holt darauf hingewiesen wurde, wieviel ansteckende Krankheiten
in ihrer Entstehung und Weiterverbreitung diesem Gewerbe zu-
zuschreiben seien. Eine grofsere Anzahl von Stidten hat dem-
entsprechende Polizeiverordnungen erhalten, welche den Friseuren
strengste Reinlichkeit und sauberste Reinigung, vor allem Des-
infektion der dabei in Betracht kommenden Ger#tschaften vor-
schreiben. Seitdem die Walze und zumeist der Rasierpinsel in
Wegfall gekommen, fiir das Messer Reinigungsmittel zur Geniige
verwendbar waren, fehlte noch stets fiir die Biirste, der Haupt-
trigerin vieler Keime, ein geniigendes Desinfektionsmittel. Die
vorhandenen und erprobten Verfahren der Desinfektion mittels
Formalin, Alkohol usf. waren teils zu teuer, teils zu zeitraubend,
teils schiidigten sie das Biirstenmaterial. Da man die Unmdglichkeit
einer geniigenden und billigen Desinfektion einsah, wurden zahl-
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reiche Auswege vorgeschlagen. Jeder Kunde z. B. sollte sein
eigenes Friseurbesteck haben, oder fiir besonders desinfizierte
Biirsten sollte ein kleiner Kostenaufschlag erhoben werden.
Ersterer Vorschlag ist wohl fiir die sogenannte Stammkundschaft
anwendbar, wie verh#lt es sich aber mit den Fremden und mit
denjenigen, die infolge ihres Berufes gezwungen sind, tiglich
ihren Wohnort zu wechseln? Der zweite Vorschlag — betreffend
den Kostenaufschlag fiir stets vorritig zu haltende desinfizierte
Biirsten — dirfte gerade durch die wenn auch geringe Ver-
teuerung die meisten vor dem Gebrauch einer derartigen Biirste
abschrecken. Und doch mufs Publikum wie Gesundheitsbehdrde
strengste Sauberkeit und Gefahrlosigkeit verlangen konnen,
anderseits ist auch den Friseuren billigerweise nicht zuzumuten,
durch Anschaffung kostspieliger Mittel ihren Verdienst sich
schmilern zu lassen.

Bei Beurteilung dieser Verhiltnisse und der diesbeziiglichen
vielfachen Neuerungsvorschlige schien es angebracht, vor allem
einmal zu untersuchen, was fiir Reinigungsmittel der Friseur
selbst verwendet, um den an die Sauberkeit seiner Geriitschaften
gestellten Anforderungen gerecht zu werden. Mufste doch die
Beantwortung dieser Fragen im positiven oder negativen Sinne
auch fir die weitere Benutzung derartiger Mittel von ausschlag-
gebender Bedeutung sein. Ergaben sich n#mlich bei einer
Prifung der Leistungsfihigkeit der zurzeit im Friseurgewerbe
iiblichen Reinigungsmethoden befriedigende Resultate, so fiel
damit auch jeder Grund, die Friseure zum Gebrauch neuer
Reinigungsmittel anzuhalten, fort, und wiirde eine genaue Fest.
setzung der Anwendungsweise der einzelnen Mittel geniigt haben,
um einen befriedigenden Ausweg zu sichern.

Im entgegengesetzten Falle muflste gerade von seiten der
Gesundheitsbehérde die Anwendung von Reinigungsmethoden
untersagt werden, die nutzlos, hdchstens geeignet sind, eine noch
grofsere Verschmutzung und Infektionsgefahr herbeizufithren.
In bezug auf letzteren Gesichtspunkt war Herr Regierungs-
medizinalrat Nesemann so giitig, mir die am meisten in Frage
kommenden Reinigungsverfahren zuginglich zu machen.
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Die zurzeit gebrauchlichsten Methoden bestehen teils in
einer trockenen Reinigung, teils in einer Waschung der Biirsten.
Von ersterer Art wird besonders das Ausklopfen mit Mehl be-
vorzugt, von letzterer das Auswaschen in Soda- und Salmiakgeist-
18sungen.

Bei einer Nachpriifung dieser Methoden ergab sich, dafs sie
wohl eine leidliche, dem Auge sichtbare Reinigung der Biirsten
zu erzielen imstande sind, doch ist die hierbei erfolgte etwaige
Keimverminderung eine viel zu geringe, als dafs sie den vom
hygienischen Standpunkte aus zu stellenden Anforderungen
hiitte entsprechen kdnnen.

Noch einen anderen, nicht zu gering einzuschitzenden Nachteil
haben diese Reinigungsarten insofern, als sie sdmtlich ziemlich
zeitraubend und umstindlich sind, denn nur bei einer leicht zu
handhabenden und schnellen Methode wird sich der Friseur zu
einer ofteren Reinigung seiner Biirsten verstehen wollen.

Eine wirklich befriedigende Losung diirfte erst dann zu er-
warten sein, sobald dem Friseur ein Mittel zur Verfiigung steht,
das fiir ihn nicht nur als Desinfektions-, sondern auch als Reini-
gungsmittel brauchbar, gleichzeitig billig, vollig geruchlos, un-
giftig ist und die Biirsten nicht schidigt, dabei darf das Ver-
fahren nicht umstindlich und zeitraubend sein.

Auf Anregung von Herrn Geheimrat Rubner habe ich
diesbéziigliche weitere Untersuchungen gemacht und glaube nun-
mehr in dem Wasserstoffsuperoxyd ein all diesen An-
forderungen gentigendes Mittel gefunden zu haben.

Verwendung fand das sog. 10proz. Wasserstoffsuperoxyd
(Marke Schering), das in 100 Gewichtsteilen 3 Gewichtsteile H, O,
enthélt. Auch machte ich Versuche mit dem neuerdings von
Merck in den Handel gebrachten 30 proz. Perhydrol. Letateres
wirkte natiirlich bedeutend prompter, doch kann dasselbe seines
hohen Preises wegen kaum in Betracht kommen. Da es sich
aber bei diesen Versuchen um eine allen zugiingliche Verwertung
handeln sollte, bezog ich sodann aus den verschiedensten Ge-
schiften das notige Wasserstoffsuperoxyd, um gleichzeitig die
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Moglichkeit einer allgemeinen Anwendung in ihren Erfolgen
kontrollieren zu kdnnen.

Als Versuchsmaterial diente mir aulser einer grofsen Anzahl
in Gebrauch befindlicher Friseurbiirsten noch Biirsten, die ich
mit Staphylokokkenkulturen, einmal auch mit Tricho-
phyton und Fdavus verunreinigte. Diese Verunreinigungs-
versuche fithrte ich in der Weise aus, dafs ich die Biirsten mit
2—3 24 Stunden alten Staphylokokkenbouillon-Kulturen tibergofs
und sodann durch mehrere Stunden im Brutschrank bei 37°
trocknete. '

Die zu reinigenden Biirsten wurden zusammen mit einem
im Gebrauch befindlichen Kamme fiir wechselnde Zeiten in ver-
schieden starken Losungen in Standgefilse gestellt, einige Male
griindlichst durchgekdémmt und sorgfiltig mit sterilem Wasser
durchspiilt.

Sowohl vor als nach der Behandlung der Biirsten mit H, O,
wurden stets ca. fiinf Borsten aus den verschiedensten Stellen
der Biirsten mit steriler Pinzette herausgezogen, auf sterile Petri-
schalen gelegt und teils mit Gelatine, teils mit Agar iibergossen,
oder die Borsten wurden in sterile Bouillon gebracht, um auf
diese Weise die besten Wachstumsbedingungen fiir vorhandene
Keime zu ermdglichen. Gleichzeitig wurden stets Kontrollplatten
angelegt. ‘ ,

Nach zahlreichen Vorversuchen bin ich zu: dem Resultat ge-
kommen, dals fiir die Zwecke des Friselirgewerbés am geeignetsten
eine Hproz. Losung ist, d. h. die im Handel erhaltliché Stamm-
18sung ist zur Hilfte mit Wasser zu verdiinnen. In dieser ver-
bleiben die Biirsten 30 Minuten und werden sodann mit dem be-
treffenden Kamm ausgebiirstet. Bei diesem Verfahren blieben
stets die nach der Reinigung angelegten Platten steril oder
zeigten hdchstens ausnahmsweise vereinzelte Kolonien, wihrend
die Platten vor der Reinigung massenhaft Kolonien aufwiesen.
Am besten sind die Biirsten in Standgefiifse zu stellen, eventuell
gewohnlicheWassergldser, withrend Schalen nicht zu empfehlen sind.

Aufser den Biirsten werden auf diese Weise . gleichzeitig die
K#mme gereinigt.
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Folgende Tabelle zeigt die Endergebnisse:

Versuch L.
Untersuchungsmaterial: 5 in tiglichem Gebrauch befindliche Friseurbiirsten.
m
Nummer |ondersur| Einwir- | o | Biirste vor der [Deainfoktionsertoly
Reinigung " - : nach der Behand-
Bg::w vermandien k::igt' boden mh“;l‘g‘g Wit | ung der Brste
Losubg 10y mit Hy Oy
1. Steril
2. »
3. Hproz. | 30 Min. | Agar, |Auf den Platten >
4, Gelatine, | zahlreichste Ko- »
. lonienbildung ,
5. Bouillon | 5 ,zohl  entlang ’
den Borsten, als
auch im freien
Gesichtafeld.
Bouillon stark ge-
! trabt.
t
Versueh II.
Infektionsmaterial : Staphylokokken.
==K T
Nummer |tionderzur | Einwir- Nahr Birste vor der Deﬂ‘:l:ktlo}l;srrlo‘lix
Reinigung : . - : nach der Behand-
B:llerte V°’E‘ad‘°“ kun.gs boden Behan}(llllg]g mit lung der Biirste
rs Lti‘su{g zeit 1 Vs mit Hy Oy
1. Steril
2. >
3. b proz. | 30 Min. | Agar, |(Auf den Platten >
4. Gelatine,| reichlichste Sta- »
5. Bouillon | Phylokokken-Ko- ,
Bouillon stark ge-
trabt.

Bei Versuch I und II wurde jede Biirste fiir sich in einer
stets neu hergestellten Losung gereinigt, bei dem folgenden
Versuch III hingegen dieselbe Ldsung zur Reinigung von drei
verschiedenen Biirsten benutzt. Das bei diesem Versuch erzielte Er-
gebnis zeigt fiir die Verwendung im Friseurgewerbe, also fiir die
allgemeine Praxis, dafs in derselben Lésung ohne Beeintriichtigung
des Resultats 2—3 Biirsten gereinigt werden kénnen. Bedenkt man
aber, dals es sich bei meinen Versuchen stets um arg ver-



45

nachlassigte oder absichtlich mit Infektionsmaterial imprignierte
Biirsten handelte, so wiirde sich bei steter Anwendung des
Mittels und dementsprechender zunehmender Sauberkeit die
Leistungsfahigkeit derselben Losung noch erheblich steigern
lassen und hiermit die Auslagen stetig billigere werden.

Von Dr. R. Hilgermann.

Yersueh III.
Untersuchungsmaterial: 3 in tiglichem Gebrauch befindliche Haarbirsten.
Nummer gg:?;‘;:; Einwir- Nébr- Vor der Be- |Desinfektionserfolg
der Reinigung [ kungs- boden handlung mit | nach der Behand-
Birste |"*Tomar”| zeit H, 0, lang mit H, O,
1 136 K. Steril
2, 90 » »
Sproz. | 30 Min. | Agar,
Gelatine,
Bouillon
3. 105 » 1 K.

Haben die in vorstehender Tabelle angefiihrten Versuchs-
reihen bewiesen, dafs bei dieser Art der Reinigung eine gute
desinfizierende Wirkung erzielt wird, so ergibt Versuch IV, dafs
die bei meinen Versuchen verwandte Wasserstoffsuperoxydlésung
vor allem auch eine prophylaktische Wirkung auszuiiben im-
stande ist. Mit diesemm Nachweis der Prophylaxis ist aber in
der Verhiitung der Weiterverbreitung ansteckender Krankheiten
in den Offentlichen Gewerben ein weiterer Schritt getan.

Yersuch IV.

Untersuchungsmaterial : 3 mit H, O, vorbehandelte Barsten.
Infektionsmaterial : Staphylokokken.

| Rongentra-] Finwir. Vor derBehand-| Nach der Be- | g .
Nummer: ﬂgm‘: zur| Einwir Nahr- ln(:xr :flt B:‘(l).. h:x‘;dlu:; moi‘t Kontroll
der ! Reinigung| kungs- boden [*2° der Ils:fok- dg..g& réhrchen
Borste |"*Ljindte| et ton mit Sta- | eslniektlont- | pigste
1. Steril Steril -+
2. > > +
Sproz. | 30 Min. | Agar,
Gelatine,
Bouillon
3. > > i +
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Um die Desinfektionswirkung der bei obigen Versuchen be-
nutzten Wasserstoffsuperoxydldsung noch eingehender festzustellen
und zu priifen, machte ich einen Kontrollversuch mit Milz-
brandsporenseidenféden. Es zeigte sich hierbei, dafs die
5proz. Lésung auch zur Abtdtung dieser resistenten Sporen in
verhédltnismifsig kurzer Zeit ausreichend ist. Seidenfiden, die
die zur Abtstung der Milzbrandsporen drei Minuten strémendem
Wasserdampf und 24 Stunden Sublimatlgsung (1 : 1000) ausgesetzt
werden mufsten, waren nach 50 Minuten langem Verweilen in der
Wasserstoffsuperoxydldsung abgetstet.

Wenn auch die im vorhergehenden mitgeteilten Resultate
die Mdglichkeit einer vollkommenen Sterilisierung der als Ver-
suchsmaterial benutzten Friseurbiirsten erwiesen haben, so mulfs
doch das Wasserstoffsuperoxyd noch andere Eigenschaften be-
gitzen, die den Vorschlag einer eventuellen Einfiihrung desselben
in die Hygiene der Friseurstuben nicht nur als wiinschenswert,
sondern vor allem auch als berechtigt erscheinen lassen. Bei
meinen Versuchen bin ich nun zu dem Resultat gekommen, dafs
neben der Keimabtdtung vor allem auch gleichzeitig eine gute
Reinigung, selbst der verschmutztesten Birsten, erzielt wird,
welch letzteres mir auch von Fachleuten bestiitigt wurde. Biirsten,
welche vor der Reinigung mit Wasserstoffsuperoxyd eine dichte,
verfilzte Schmutzschicht auf dem Biirstenboden und entlang den
Biirstenbiindeln zeigten, waren nach der Reinigung vollsténdig
von diesen gesiubert.

Mit dem Moment der gieichzeitigen Reinigung und Des-
infektion in kiirzester Zeit fillt aber jeder Einwand der Friseure
von einer unndtigen Uberlastung oder Inanspruchnahme in sich
zusammen, und kann sodann ein Zwang von seiten der Gesund-
heitsbehdrde nicht mehr als unbillige Forderung angesehen
werden. Da ferner, wie ich oben beschrieben, die Reinigung
nur Bruchteile von Minuten dauert, wiirde dieses Verfahren
vielleicht schon an und fiir sich allm#hlich die Indolenz der
Friseure iilberwinden konnen. Dazu kommt, dafs das Wasser-
stoffsuperoxyd sehr billig, vollig geruchlos ist und desodorierend
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wirkt. Wie bei Versuch HI (vgl. Tabelle) angegeben, ist dieselbe
Losung fiir. mehrere Biirsten verwendbar, auch ist sie noch nach
mehreren Tagen vollig brauchbar. Das Biirstenmaterial, der
Holzboden, Lack oder die Festigkeit der einzelnen Borstenbiindel
hat, abgesehen von ganz minderwertigem Material, niemals eine
Schiidigung oder eine Verminderung der Leistungsfiahigkeit ge-
zeigt. Die Dehnbarkeit und Reilsbelastung!) der Borsten habe
ich sowohl vor als nach Anwendung des Wasserstoffsuperoxyds
mit dem Prizisionsapparat gepriift und keinerlei Verdnderung
gefunden. Zu erwiihnen wire, dafs allerdings Biirsten mit gelblich-
weifsen Borsten eine allmghliche Bleichung erlitten, jedoch diirfte
dieses in der Praxis der Friseurstuben eher als Vorteil denn
als Nachteil gelten. A

Infolgedessen miifste bei seinen vielen einwandsfreien Vor-
ziigen das Wasserstoffsuperoxyd sich wohl eignen, die Kalamitit
der Friseurstuben in bezug auf Mangel an Reinlichkeit und
Ansteckungsgefahren zu beseitigen. Eine dementsprechende
Verordnung konnte -die Friseure dazu anhalten, tdglich zwei-
bis dreimal die im Gebrauch befindlichen Biirsten und Ki#mme
einige Zeit in die in einem gldsernen Standgefils oder Wasser-
glas bereitstehende Ldsung zu stellen, oder sie wenigstens bei
Schlufs des Geschiiftes oder mindestens alle zwei bis drei Tage
nach den oben angegebenen Vorschriften grindlich zu siubern.
Eine Kontrolle wire jederzeit leicht mdglich.

Nicht blofs fiir das Friseurgewerbe, sondern auch fiir
Krankenhduser, Anstalten und grofsere Betriebe wire dieser
Modus der Reinigung wohl ein willkommener Ausweg. Denn
nunmehr wiirden stets vollstindig saubere und sterile Biirsten zur
Verfiigung stehen, grofsere Anschaffungsausgaben und Uber-
tragungsgefahren aber in Wegfall kommen.

1) Weitere Untersuchungen zu dem in § 2,1 der Bekanntmachung des
Herrn Reichskanzlers vom 28. Januar 1899 fiir Rofshaarspinnereien usw.
vorgeschriebenen Desinfektionsverfahren mittelst Wasserdampf. Arbeiten
aus dem Kais. Gesundheitsamt 1901, von Dr. P. Musehold, Oberstabsarzt.

Herrn Regierungsrat Dr. Weber vom Kais. Gesundheitsamt fdar die
giitige Erlaubnis der Benutzung des Priizisionsapparates ergebenster Dank.
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Herrn Geheimen Medizinalrat Dr. Rubner spreche ich fiir
die giitige Anregung, Herrn Professor Dr. Ficker fiir seine
Unterstiitzung bei Abfassung der Arbeit meinen ganz ergebensten
Dank aus. Herrn Regierungsmedizinalrat Dr. Nesemann und
Herrn Geheimen Medizinalrat Dr. Granier bin ich fiir die
giitige Unterstiitzung bei Beschaffung des erforderlichen Materials
zu Dank verpflichtet.
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Bemerkungen zur Abhandlung von E. Mettler tiber die
bakterizide Wirkung des Lichtes auf geférbte Ndhrbdden.

Von

H. v. Tappeiner.

Die Art der Besprechung der mit dieser Abhandlung!) in
Beziehung stehenden fritheren Arbeiten veranlafst mich zu folgen-
den Bemerkungen:

1. In der Einleitung wird gesagt, dals diese Untersuchung
durch eine Idee von Dreyer, Gewebe durch Zusatz ge-
wisser Stoffe zu sensibilisieren, veranlafst worden sei. Es
wird hierbei zu erwithnen unterlassen, dafs simtliche hier-
fir grundlegenden Versuche inklusive dem Hinweis auf
Sensibilisierung bereits von anderer Seite 1900 veroffent-
licht wurden.?) Da ich schon einmal gendtigt war, gegen
diese historisch unrichtige Darstellung Verwahrung ein-
zulegen und dieselbe von verschiedensten Seiten Zustim-
mung gefunden hat, geniigt es, darauf hinzuweisen.

2. In der am Schlusse folgenden Literaturzusammenstellung ist
die von mir gemeinsam mitJ odlbauer ausgefiihrte Unter-
suchung tiber die Wirkung photodynamischer(fluoreszieren-

1) Archiv {. Hygiene, Bd. 563, 8. 79.

2) H. v. Tappeiner, Uber die Wirkung fluoreszierender Stoffe auf
Infusorien nach Versuchen von O. Raab, Minchener med. Wochenschrift,
1900, Nr. 1.

3) H.v.Tappeiner, Zur Kenntnis der lichtwirkenden (fluoreszierenden)
Stoffe. Deutsche med. Wochenschrift, 1904, Nr. 16.

Archiv . Hyglene, Bd. LIV. 4
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der) Stoffe auf Protozoen und Enzyme?!) zwar zitiert, im
iibrigen aber unberiicksichtigt geblieben. Nur so ist es
zu erklidren, dals Ansichten und Behauptungen aufs neue
vorgebracht werden, welche dort experimentell widerlegt
wurden und fundamentell irrige Sitze Aufnahme finden
konnten, wie der folgende: »Das Erythrosin unterscheidet
sich vom Eosin durch das Fehlen der Fluoreszenz.«

3. Die Darstellung der Beziehungen der photodynamischen
Erscheinung zu Fluoreszenz und Sensibilisierung scheint
mir der wirklichen Sachlage nicht zu entsprechen. Da
#hnliche Auffassung auch bei einzelnen anderen Bear-
beitern dieses Gebietes sich findet, diirfte es angezeigt
sein, den gegenwiirtigen Stand der Frage, soweit sie Bak-
terien betrifft, in Kiirze zu prizisieren.

Die Frage, ob die photodynamische Erscheinung und die
von H. W. Vogel an Bromsilberplatten entdeckte optische Sensi-
bilisierung identische Vorgiinge sind, wurde durch die von
Jodlbauer und mir angestellten Versuche insoferne verneinend
beantwortet, als erstere nach den bisherigen Erfahrungen nur
durch Stoffe bewirkt wird, welche die Eigenschaft haben in
wisseriger Losung zu fluoreszieren, letztere hingegen auch durch
Stoffe erfolgt, welchen diese F#higkeit abgeht.

Unentschieden hingegen ist die weitere Frage, ob die photo-
dynamische Erscheinung als Sensibilisierung aufzufassen ist, wenn
man darunter ganz allgemein die Steigerung jedes Prozesses
versteht, der auch durch Licht allein verursacht wird.

Nun wurde durch unsere Untersuchungen?) ermittelt, dafs
Bacillus prodigiosus, Proteus vulgaris und Bact. acidi lactici durch
verschiedene fluoreszierende Stoffe (Eosin, Erythrosin, Rose bengale,
Phenosaframin, Methylenblau)bei Gegenwart von zerstreutem Tages-
lichte zu einer Zeit (je nach der angewandten Substanz 1—7 Tage)
abgetdtet werden, in der von einer Wirkung des Lichtes allein

1) D. Arch. f. klin. Medizin, Bd. 80, S. 427—487.

2) A. Jodlbauer u. H. v. Tappeiner, Uber die Wirkung photo-
dynamischer (fluoreszierender) Stoffe auf Bakterien. Miinchener med.
Wochenschrift, 1904, Nr. 25.
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noch nichts zu bemerken ist. Anderseits steht fest, dafs Licht
allein, insbesondere ultraviolettes Licht, Bakterien zu tdten ver-
mag, wenn es sehr intensiv ist. Daraus wird von mehreren Au-
toren der Schlufs gezogen, dafs es sich bei der Wirkung der
fluoreszierenden (photodynamischen) Stoffe um eine Steigerung
der einfachen Lichtwirkung handle und somit die Auffassung des
Vorganges als Sensibilisation bewiesen sei. Ich halte diesen Schlufs
nach dem gegenwiirtigen Stande der Untersuchungen noch nicht
fiir berechtigt. Es wird dabei aufser acht gelassen, dals Totung
von Bakterien auf verschiedene Weise bewirkt werden kann.
Zwei Vorginge, die zu demselben Endeffekt fiihren, diirfen nicht
ohne weiteres als identisch betrachtet werden. Die Berechtigung
hierzu ist erst mit dem Nachweise gegeben, dafs dieser End-
effekt, also die Totung der Bakterien, in beiden Fillen unter den-
selben Bedingungen erfolgt. Nun ist als notwendige Bedingung
der Abtdtung von Bakterien durch fluoreszierende Stoffe die An-
wesenheit von Sauerstoff erkannt.!)) Die Frage hingegen, ob
diese Bedingung auch fiir die Abtdtung der Bakterien durch
Licht allein Geltung hat, ist trotz vieler Untersuchungen noch
unentschieden. Der letzte Bearbeiter ) derselben verneint dieselbe
geradezu; der erste Satz im Resiimmee des Resultates seiner Ver-
suche hat folgenden Wortlaut: »Die bakterizide Wirkung des
Lichtes ist nicht in dem Sinne ein Oxydationsprozels, dafs das Vor-
handensein des Sauerstoffs eine Bedingung fiir dieselbe ist. Das
Licht vermag ndmlich Bakterien zu téten, selbst wenn jede Spur
von Sauerstoff fehlt, und wenn sich withrend der Belichtung kein
neuer Sauerstoff durch Dekomposition chemischer Stoffe bilden
kann.«

Es unterliegt daher keinem Zweifel, dafs es bei diesem gegen-
wirtigen Stande der Untersuchung nicht zuldssig ist, von der
Auffassung der photodynamischen Erscheinung als Sensibilisierung

1) A. Jodlbauer u. H. v. Tappeiner, Die Beteiligung des Sauer-
stoffs bei der Wirkung fluoreszierender Stoffe. D. Arch. f. klin. Medizin,
Bd. 82, 8. 520.

2) V. Bie, Ist die bakterizide Wirkung des Lichtes ein Oxydations-
prozefs. Finsens med. Lichtinstitut, 1905, Heft 9, 8. 73.

4.
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wie von einer erwiesenen Tatsache zu sprechen, und ich glaube,
es war durchaus gerechtfertigt, die im Miinchener Pharmakolo-
gischen Institute entdeckte Lichtwirkung bis zur Kl#rung ihrer
Beziehungen zu Fluoreszenz und Sensibilisation mit dem nichts
prijudizierenden Namen photodynamische Wirkung zu belegen.

Wie bereits erwihnt, gelten diese Bemerkungen nur fiir Bakterien. Far
Enzyme darfte die Frage nach Untersuchungen von Jodlbau er und mir,
welche an anderer Stelle ausfithrlich vertffentlicht werden sollen, entschieden
sein. Es sei hier nur eine Versuchsreihe als Beleg angefiihrt.

Glaserne Gaswaschflaschen, aus einem Stiick geblasen, wurden im
Dunkelrimmer zu ca. !/; mit klarer Invertinldsung geftllt und der itberstehende
Luftraum nach sorgfaltiger Evakuierung durch Wasserstoff, resp. Sauerstoff,
ersetzt. Nach dem Zuschmelzen wurden die Flaschen unter guter Kihlung
durch Leitungswasser, bedeckt von einer Glasplatte, an zwei aufeinander-
folgenden Tagen von !/,10—5 Uhr dem intensivsten Sonnenlichte (Juli) aus-
gesetzt. Zur Kontrolle wurde je eine Sauerstoff- resp. Wasserstoffflasche,
mit doppelter Stanniollage umhallt, daneben gelegt. Diese Dunkelflaschen
befanden sich also unter denselben Bedingungen, nur der Lichtzutritt war
vollstandig ausgeschlossen. Aus siimtlichen Rshren wurden hierauf je 5 ccm
Fermentldsung entnommen, mit 5 cem 15 proz. Rohrzucker versetzt und die
Invertierung nach 4 Stunden mit einem Halbschattenapparate nach Laurent
polarimetrisch bestimmt.

| “iebildeter il!])vgﬁéli.\(zke;, )
Drehung | picfiorang = 100
gesetzt wird
Wasserstoffflasche, dunkel . . —0° 45 l 86,9 %/,
Wasserstoffflasche, hell'. . . — 0047 87,39,
Sauerstofffilasche, dunkel . . —0° 48' 87,6 °/,
Sauerstoffflasche, hell . . . -+ 0° 34’ 68,7/,

Der Versuch ergibt folgendes: Das Ferment wurde in Wasserstoffatmo-
sphire durch Sonnenlicht nicht geschiidigt, denn seine invertierende Wirkung
ist sogar eine Kleinigkeit grofser wie in der Dunkelrshre; bei Gegenwart
von Sauerstoff hingegen ist die Schiédigung unverkennbar, denn die Inver-
tierung blieb um mehr als einen Grad des Polarimeters zuriick. Hiermit
ist anscheinend einwandfrei der Beweis erbracht, dafs En-
zyme durch Licht nur bei Gegenwart von Sauerstoff merkbar
geschidigt werden, also unter derselben Bedingung wie bei
Anwesenheit von fluoreszierenden Stoffen. Die Wirkung dieser
Substanzen besteht daher in einer Steigerung dieser Schidigung und kann
als Sensibilisierung im weiteren Sinne des Wortes bezeichnet werden. Die
Steigerung ist allerdings eine sebr grofse, denn bei Zusatz von Eosin unter
denselben Bedingungen (Sauerstoffgegenwart und durch Glas und Wasser
filtriertes Sonnenlicht) war das Invertin nach !/, Stunde nicht blofs deutlich
geschitdigt, sondern fast vollstandig (zu %/,) vernichtet



Weitere Versuche mit photodynamischen, sensibili-
sierenden Farbstoffen. (Eosin, Erythrosin.)
Priifung der Wirkung des Tagesiichtes auf Lebensfihigkeit und
Virulenz von Bakterlen, auf Toxine und Antitoxine und auf das
Labferment.

Von

Dr. Hans Huber.

(Aus der bakteriologischen Abteilung des Hygiene-Institutes der Universitit
Zarich. Vorstand: Privatdozent Dr. W. 8ilberschmidt.)

In neuerer Zeit hat das Licht in der Medizin immer mehr
an Bedeutung gewonnen. W#hrenddem klinische Arbeiten dariiber
schon in ziemlich grofser Zahl vorliegen, sind die experimentellen
bis jetzt noch ziemlich spirlich.

Mettler (') hat im hiesigen Institute Versuche tiber die
bakterizide Wirkung des Lichtes auf mit Eosin, Erythrosin und
Fluoreszein gefirbten N#hrboden vorgenommen. Ich habe diese
Versuche fortgesetzt und erweitert; neben der Priifung der bak-
teriziden Wirkung verfolgten meine Untersuchungen vor allem
den Zweck, den Einflufs des Lichtes auf Virulenz der Bakterien,
auf Toxine und Antitoxine und auf das Labferment eingehend
zu priifen.

Erster Abschnitt.

Wirkung des Lichtes auf Lebensfiihigkeit und Virulenz pathogener
Mikroorganismen.

Wie Mettler in seiner Arbeit ni#her ausfiihrt, wurde die
bakterizide Wirkung des Lichtes schon von einigen Forschern
wie Downes und Blunt (3, Dieudonné (%), Finsen (%) und
Andern experimentell untersucht. Von den neueren Autoren haben
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namentlich Tappeiner (° und seine Schiiler, Dreyer () und
Bie (7) diese Versuche auf Priifung der Lichtwirkung bei Zusatz
von photodynamischen oder sensibilisierenden Substanzen ausge-
dehnt. Mettler hat diese Versuche an Choleravibrio, Staphylo-
kokkus pyogenes aureus, Bact. Typhi und Bact. coli weitergefiihrt
und dabei gefunden, dafs Eosin oder Erythrosin, dem N#hrboden
zugefiigt, sowohl die entwicklungshemmende als die bakterien-
totende Wirkung des Lichtes erhhen. Auch iiber die Fahigkeit
des Lichtes, die Virulenz der pathogenen Bakterien herabzusetzen,
ja selbst aufzuheben, wurden schon zahlreiche Versuche gemacht.
Arloing (}) impfte verschieden lange Zeit am Sonnenlicht expo-
niert gewesene Anthraxkulturen auf Meerschweinchen. Die mit
den am lingsten belichteten Kulturen geimpften Meerschweinchen
blieben am Leben, wenn auch in der Bouillon noch Wachstum
der Bakterien vorhanden war.

Duclaux (%, Palermo () und Chemelewsky (*)zeigten
die Virulenzherabsetzung an verschiedenen Mikrokokken und
pyogenen Bakterien, d’Arsonval et Charrin () an Bac. pyo-
cyaneus.

Von Momont (¥) wurde nachgewiesen, dafs der B. anthracis
die durch Exposition an der Sonne eingebiifste Virulenz wieder
erhielt, indem die exponiert gewesenen Bakterien in Bouillon
weitergeziichtet wurden und sich beim wiederholten Tierexperiment
als virulent erwiesen. Die Milzbrandbazillen waren nach 6!/, Stun-
den Belichtung abgetotet.

Von Santori (1) wird behauptet, dafs die Milzbrandbazillen,
ehe sie vom Sonnenlicht getdtet werden, eine dchte Abschwichung
erfahren.

Versuchsanordnung.

Als Lichtquelle wurde bei unseren Versuchen ausschliefslich
Sonnenlicht, bzw. das diffuse Tageslicht benutzt. Die Kulturen
und Losungen wurden zu diesem Zwecke auf dem Dache des
hygienischen Institutes aufgestellt, das Licht hatte also von allen
Seiten freien, ungehinderten Zutritt.

Die meisten Versuche wurden in gewthnlichen Glasgefifsen,
Reagenzrohrchen und in mit Glasdeckel versehenen Schilchen
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ausgefithrt. Wir wissen, dafs dadurch ein Teil der wirksamen
Strahlen, namentlich die ultravioletten, zuriickgebhalten werden;
es wurden deshalb auch einige vergleichende Untersuchungen
mit zugedeckten und offenen Schilchen vorgenommen.

In einigen Versuchen wurde die Exposition in einem Kasten
aus Rubinglas und unter doppelwandigen Glasglocken, mit ver-
diinnten Eosin- resp. Erythrosinlgsungen und mit Alaunldsung ge-
fiillt, wie Mettlerdie betreffenden Instrumente in seiner Arbeit niher
beschreibt, ausgefiihrt. Die Versuche hatten den Zweck, die Ein-
wirkung des Lichtes zu studieren, nachdem dasselbe rotes Glas
passiert hatte, bzw. durch sensibilisierende Farbstoffldsungen
unter moglichster Wirmeausschaltung filtriert worden war. Die
Versuche wurden ferner zum grofsten Teil in offenen, der Luft
zugiinglichen Gefédfsen ausgefiibrt, daneben wurden aber auch
einige vergleichende Experimente im Vakuum, d. h. in zuge-
schmolzenen Réhren unter Luftabschlufs gemacht, da namentlich
die Untersuchungen von Bie (%), wie auch von anderen, die Be-
deutung des Sauerstoffzutrittes hervorgehoben haben.

Zur Férbung wurden benutzt Eosin (Tetrabromfluoreszein) und
Erythrosin (Tetrajodfluoreszein). Die Farbung wurde durchweg vor-
genommen im Verhdltnis von 1:1000.

1. Wirkung auf Lebensfihigkeit der Bakterien.

Wihrend Mettler seine Versuche fast nur an Gelatine bzw.
Agarndhrboden vornahm, wurden unsere Versuche mit Bouillon-
kulturen resp. Aufschwemmungen in Bouillon ausgefithrt. Im
Gegensatz zu Bie wurde stets mit grofsen Mengen von Mikro-
organismen gearbeitet. Wir verwendeten zu unseren Versuchen
zwei pathogene Mikroorganismen und zwar wihlten wir einen so-
genannten infektiosen, den Streptococcus pyogenes und einen
toxisch wirkenden, den Diphtheriebazillus. Die verwendete
Kultur des Streptococcus pyogenes war durch eine Anzahl von Tier-
passagen von Herrn Dr. Simon in ihrer Virulenz bedeutend er-
hoht worden, so dafs eine Menge von 0,0001 ccm geniigte, um
eine Maus zu toten. Der Diphtheriebazillus wurde aus einer
Serumkultur eines Falles von Diphtherie isoliert. <
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Es wurden zu jedem Versuche frische Bouillonkulturen einer
Streptokokkenreinkultur resp. Blutserumkulturen einer Rein-
kultur des Diphtheriebazillus verwendet. Die Streptokokken-
bouillonkultur wurde diiekt im Verhiltnis von 1: 1000 mit Eosin
bzw. Erythrosin gefirbt, von der Diphtherieblutserumkultur
wurde eine Aufschwemmung in Bouillon gemacht und dieselbe
dann auf gleiche Weise geftirbt.

Die Exposition im Freien wurde in kleinen, sterilisierten
Doppelschilchen vorgenommen, ebenso wurden Kulturen in Dop-
pelschilchen in schwarzes Papier eingehiillt, unter Lichtabschlufs
zu Kontrollversuchen exponiert.

Nach beendeter Exposition wurden drei Tropfen der betref-
fenden Kultur auf Schriigagar iiberimpft und die Agarrdhrchen
im Brutschrank bei 36° C aufbewahrt. Das Wachstum der Agar-
kulturen wurde sodann mindestens zwei Tage lang beobachtet
und nur deutliche Unterschiede notiert.

Fiir die Intensitit des Wachstums wurden bei den folgenden
Versuchen nachstehende Bezeichnungen gew#hlt:

—+ -+ -+ sebr reichliches Wachstum,
+ -+ reichliches Wachstum,
— geringes Wachstum,
L einzelne Kolonien,
0 kein Wachstum.

I. Versuche am Tageslichte.

1. Versuch mit Streptokokken.

26. 1. Streptokokkenbouillon wird ungefdrbt, mit Eosin bzw. Erythrosin
gefiirbt dunkel und am Lichte 1, 3 und 6 Stunden lang exponiert.
Lichtverhiltnisse: hell, keine Sonne.

——— T — T — A

Dauer d. Exposition| 1 Stunde " 8 Stunden i 6 Stunden iiK":;‘;;'Lig},fh‘
Wachstum am . .|1.Tag|2 Tagil.Tag|2 Tagil.Tag 2.Tag—II 1.Tag!2. Tag

|
Bouillon ungefrbt || +++ +++P+++ ook +++i+++ +++

Bouillon mit Eosin
gefurbt . . . .|| ++ | ++
Bouillon mit Ery-
throsin gefirbt . | ++ [ ++

o | ol o | o |++4|+++

+++|+++

0 0.0 0
I
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2. Yersueh mit Diphtheriebazillen.

27. 1. Diphtheriebouillon wird ungefirbt, mit Eosin bzw. Erythrosin
gefiirbt dunkel und am Lichte 1, 8 und b Stunden lang exponiert.
Lichtverhaltnisse: Sonne, zeitweise triibe.

5T

Dauer d. Exposition | 1 Stunde | 8 Stunden | 6 Stunden K°:$:};l§l‘,fh‘
Wachstum am . 1.Tag | 2. Tag || 1. Tag | 2. Tag 1.Tag|2.Tag 1.Tag | 2. Tag
Bouillon ungefarbt | + | ++ | + | ++ | 0 | + [+++|+++
Bouillon mit Eosin |
gefarbt . ol e+ 0 Lo | 0 [+t +t+t
Bouillon mit Ery- . | !
throsin gefarbt . | + i ++ | 0 L[ o \ 0 "+++ +4++

II. Vergleichende VersucheamTageslichte undunter
dem Rubinglaskasten.

8. Versueh mit Diphtheriebazillen.

2. II. Diphtheriebouillon wird ungefirbt, mit Eosin resp. Erythrosin
gefiirbt, direkt am Lichte 2, 3 und 4 Stunden lang und unter Rubinglas-
kasten 6, 12, 18 und 24 Stunden lang exponiert.

Lichtverhiiltnisse: Sonne, zeitweise triibe.

a) Exposition am Tageslicht.

Dauer d. Exposition | 2 Stunden | 3 Stunden 43{1;“1@ Kontroll
Wachstum am . 1.Tag |2.Tag (/1. Tag | 2. Tag | 1. Tag | 2. Tag || 1. Tag | 2. Tag
Bouillon ungefirbt + + L + 0 + +4+ |4+++
Bouillon mit Eosin

gefarbt . . . .| © L 0 L 0 0 | ++ l+++
Bouillon mit Ery- )

throsin gefirbt . 0 0 0 0 | 0 0 ++ [+++

b) Exposition unter Rubinglaskasten.

Dauerd. Exposition 6 Std. 12 Std. 18 Std. 24 Std. | Kontroll
Wachstum am . 1. T 1. T. 1. T. 1. T. 1. T.
Boullon wngefurbt | +++  +++ | ++ | ++ | +++
Bouillon mit Eosin | '

gofarbt . ++4+ +++ |+ |+
Bouillon mit Ery- !

throsin gefarbt . | +++ | +++ + Lo | +++
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4. Versueh mit Streptokokken.

3. 11. Streptokokkenbouillon wird ungefarbt, mit Eosin resp. Erythrosin
gefirbt, direkt am Lichte 2, 4 und 6 Stunden lang und unter Rubinglas-
kasten 6, 12, 18 und 24 Stunden lang exponiert.

Lichtverhiltnisse: Sonne, zeitweise triibe.

a) Exposition am Tageslicht.

- _ __ _ __ ___ _________ — —

Dauer d. Exposition 2 Stunden - 4 Stunden 6 Stunden Kontroll

Wachstum am . . “1.Tag|2.Tag .1.Tag 2.Tag 1.Tag 2.Tag 1.Tag!2.Tag

. ; ]
Bouillon ungefrbt '+++1+-++ + |[+++  + I Sl e s e e ol
Bouillon mit Eosin | l
0 +H+|+++

gefarbt . . . ., + + 4+ 0 0 0
Bouillon mit Ery- | ; i |
throsin gefarbt . : 0 L 0 ' 0 0 | 0 't {+++

b) Exposition unter Rubinglaskasten.

Dauer d. Exposition i 6 8td. 12 Std. 18 Std. | 24 8td. | Kontroll
Wachstum am . .| 1. T. 1T 1T 1 1. T

T.
Bouillon ungefirbt |i ++4+ | +4++ | +++ ++ + 4+
Bouillon mit Eosin | !
goturbt . . . b+ [+ A+ |+ |+
Bouillon mit Ery- | '
throsin gefarbt . | +++ | +++ ' + L +4++

III. Vergleichende Versuche bei Luftzutritt und bei
Luftabschlufls.

b. Yersuch mit Diphtheriebazillen.

4. II. Diphtheriebouillon wird ungefdrbt, mit Eosin resp. Erythrosin
gefiarbt, bei Luftzatritt in Doppelschilchen und bei Luftabschlufs in ge-
schlossenen Glaszylindern nach Absaugen der Luft exponiert, 4 Stunden lang.

Lichtverhiltnisse: Sonne.

Wachstum bei . . . . . " Luftzutritt am || Luftabschlufs am
| 1. Tag | 2. Tag - 1. Tag | 2. Tag
Bouillon ungefarbt . . .' L | 4+ L 44 [+4++

> mit Eosin gefiirbt | o , 0 ++ |++4+
mit Erythrosingef. | 0 0 4+ [+
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6. Versueh mit Diphtheriebazillen.

17. II. Diphtheriebouillon wird ungefiarbt, mit Fosin resp. Erythrosin
gefirbt, unter Luftzutritt in Doppelschilchen und unter Luftabschlufs in
zugeschmolzenen Pipetten 4 und 10 Stunden lang exponiert.

Lichtverhiltnisse : Sonne, zeitweise trtibe.

Dauer der Exposition . i 4 Stundeﬂ ir_iO_S-tu;Een— » “— ——_Iéontroi_l_
Wachstum am. . . .01 Tag | 2. Tag | 1. Tag | 2. Tag “ 1. Tag | 2. Tag
T
Bouillon ungefirbt bei “
Luftsutritt . . . .| + | ++ ll L | + "4+ |+++
Bouillon mit Eosin ge- - | [
farbt bei Luftentritt . | L + 0 0 | L |4+ |+++
Bouillon mit Erythrosin i |
gefirbt bei Luftzutritt | L + o | L !4 [4+4++
Bouillon ungefiirbt bei . I
Luftabechlufs . . .| ++ | ++ | L + “
Bouillon mit Eosin gef. | i |
bei Luftabechlafs . .| + |4+ L | + | '
Bouillon mit Erythrosin ‘ I |
gef. bei Luftabschlufs | + | + Lo+ | !
' ! 1

IV. Vergleichende Versucheinoffenenundbedeckten
Schilchen.

7. Yersuch mit Streptokokken.

8. II. Streptokokkenbouillon wird ungefirbt, mit Eosin resp. Erythrosin
gefarbt, in offenen und bedeckten Schilchen 4 Stunden lang exponiert.
Lichtverhaltnisse: Sonne.

: off bedeckte
Wachstum in . . . . . S:h:l?z)engn Sch:fche:
1Tg. | 2Tg || 1Tg. | 2 Tg.

Bouillon ungeférbt . . . | +4+ | ++ |+++|+++
> mit Eosin gefiirbt 0 L L +
> mit Erythrosin

gefarbt . . . . . . 0 L L +

8. Yersuch mit Streptokokken.

9. 11. Streptokokkenbouillon wird ungefirbt, mit Eosin resp. Erythrosin
gefirbt, 3 und b Stunden lang in offenen und bedeckten Schalchen exponiert.
Lichtverhilltnisse: triib, etwas Sonne.
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Kontroll

Dauer der Exposition . 3 Stunden '5 Stundenm

Wachstum am . . . . I.Tag‘ 2. Tag ; 1. Tag | 2. Tag ‘l.Tag. 2. Tag

Bouillon ungefirbt in
offenen Schalchen .| +4 [++4| + + ++ | ++
Bouillon mit Eosin gef.
in offenen Schalchen | ++ | ++4 | 0 L i++ ) ++
Bouillon mit Erythrosin "
gef. in off. Schalchen 0 0 0 0 | +4+ | ++
Bouillon ungefarbt in | :_

bedeckten Schalchen | 4+ |[+++| + ++ |

Bouillon mit Eosin gef.in :
bedeckten Schalchen . | ++ | ++ | L +
Bouillon mit Erythrosin | -
gef. in bed. Schillchen + + i L L
I

Restimee. Unter den angegebenen Versuchsbedingungen
wurden Streptokokken und Diphtheriebazillen durch das Sonnen-
licht bzw. diffuse Tageslicht nach etwa 5—6 Stunden Belich-
tung in ihrer Weiterentwicklung gehemmt. Wurde die Kultur
mit Eosin oder mit Erythrosin gefiirbt, so erfolgte die Abtdtung
schon nach 2—3 Stunden Belichtung.

Passieren die Lichtstrahlen vor ihrer Einwirkung auf das
Substrat rotes Glas, so tritt die bakterizide Wirkung des Lichtes
nicht deutlich ein, d. h. es lifst sich dann selbst nach 24 stiin-
diger Belichtung an den ungefiirbten Kulturen keine, an den ge-
farbten nur eine teilweise Wachstumshemmung konstatieren. Ein
Vergleich mit der Wirkung des direkten Lichtes ist nicht mog-
lich, da eine genaue Messung der Lichtintensitdit unter dem
Rubinglaskasten nicht vorgenommen worden ist.

Wie frithere Versuche schon ergeben haben, beweisen auch
unsere Resultate, dafs der Luftzutritt die bakterizide Wirkung
des Lichtes bedeutend erhdht. Wurde der Sauerstoff der Luft
abgehalten, so blieb auch nach linger dauernder Belichtung die
bakterizide Wirkung des Lichtes aus oder war dieselbe eine sehr
geringe.
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Die Einwirkung der W#rme war bei unseren Versuchen
jedenfalls sehr gering, indem dieselben in den Monaten Januar
und Februar vorgenommen wurden, wo ja die Wirmeproduktion
des Sonnenlichtes bei relativ starker Lichtintensitit noch eine
geringe ist.

2. Wirkung auf Virulenz der Bakterien.

Die folgenden Versuche wurden in gleicher Weise wie die
vorher beschriebenen mit Bouillonkulturen bzw. Aufschwem-
mungen von virulenten Streptokokken und Diphtheriebazillen vor-
genommen.

Mit den Streptokokkenkulturen wurden sodann weifse Muuse
subkutan am Riicken injiziert, die Diphtheriebazillenaufschwem-
mungen wurden Meerschweinchen subkutan am Bauche einge-
spritzt. Zugleich mit diesen Injektionen wurden jeweils drei
Tropfen der betreffenden Kultur auf Schriigagar tiberimpft, um
die Wirkung des Lichtes auf Entwicklungshemmung und auf
Virulenzschwiéichung nebeneinander beobachten zu kdnnen. Es
wurden auch stets Kontrollinjektionen, wie angegeben, mit nicht
belichteten Kulturen vorgenommen.

I. Versuche mit Diphtheriebazillen.

a) Exposition am Tageslicht.

80. I. Diphtheriebazillensufschwemmung wird ungefirbt, mit Eosin
bzw. Erythrosin gefiirbt dunkel und 1, 2!/, und 4 Stunden am Tageslicht
exponiert. Die 4 Stunden exponierte Kultur wird zum Tierversuch benutzt.

Lichtverhiltnisse: trtib, keine Sonne.

Tierversuch abends 6 Uhr.

Meerschweinchen Nr. 1, 166 g schwer.
Subkutane Injektion von 2,0 ccm Diphtheriebouillon, ungefirbt, nicht
exponiert.
Tod nach 2 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 2, 175 g schwer.

Subkutane Injektion von 2,0 cem Diphtheriebouillon mit Eosin gefirbt,
nicht exponiert.
Tod nach 2 Tagen.
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Meerschweinchen Nr. 3, 180 g schwer.

Subkutane Injektion von 2,0 ccm Diphtheriebouillon mit Erythrosin ge-

firbt, nicht exponiert.
Tod nach 2 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 4, 185 g schwer.

Subkutane Injektion von 2,0 ccm Diphtheriebouillon ungefiirbt, 4 Stun-

den exponiert.
Tod nach 2 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 5, 175 g schwer.

Subkutane Injektion von 2,0 ccm Diphtheriebouillon mit Eosin gefiirbt,

4 Stunden exponiert.
Tod nach 9 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 6, 175 g schwer.
Subkutane Injektion von 2,0 ccmDiphtheriebouillon mit Erythrosin ge-
furbt, 4 Stunden exponiert.
Bleibt am Leben.

Bei allen gestorbenen Tieren werden durch Sektion die fiir Diphtherie
typischen Veriinderungen: subkutanes pseudomembrantses (Odem, Rotung
der Nebennieren und kulturell Diphtheriebazillen nachgewiesen.

b) Exposition am Tageslicht und unter Rubinglaskasten.
16. II. Diphtheriebazillenaufschwemmung wird ungefirbt, mit Eosin
bzw. Erythrosin gefirbt, 4 Stunden direkt am Lichte, 7 und 14 Stunden

unter Rubinglaskasten exponiert.
Lichtverhiiltnisse : Sonne, zeitweise tribe.

17. I Tierversuch abends © Uhr.
Meerschweinchen Nr. 7, 210 g schwer.
Subkutane Injektion von 2,0 ccm mit Erythrosin gefarbter, nicht ex-
ponierter Diphtheriebouillon-Kontroll.
Tod nach 2!/, Tagen.

Meerschweinchen Nr. 8, 215 g schwer.
Subkutane Injektion von 2,0 ccm ungefirbter, 4 Stunden direkt ex-
ponierter Diphtheriebouillon.
Tod nach 2 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 9, 200 g schwer.
Subkutane Injektion von 2,0 ccm mit Eosin gefirbter, 4 Stunden direkt
exponierter Diphtheriebouillon.
Bleibt am Leben.



Von Dr. Hans Huber. 63

Meerschweinchen Nr. 10, 220 g schwer.

Subkutane Injektion von 2,0 ccm mit Erythrosin gefirbter, 4 Stunden
direkt exponierter Diphtheriebouillon.

Bleibt am Leben.

Meerschweinchen Nr. 11, 680 g schwer.

Subkutane Injektion von 2,0 cem ungefiarbter Diphtheriebouillon,
14 Stunden unter Rubinglaskasten exponiert.

Tod nach 2!/, Tagen.

Meerschweinchen Nr. 12, 570 g schwer.

Subkutane Injektion von 2,0 ccm mit Eosin gefirbter Diphtheriebouillon
14 Stunden unter Rubinglaskasten exponiert.

Tod nach 2!/, Tagen.

Meerschweinchen Nr. 13, 520 g schwer.

Subuktane Injektion von 2,0 ccm mit Erythrosin geflrbter Diphtherie-
bouillon, 14 Stunden unter Rubinglaskasten exponiert.

Tod nach 8 Tagen.

Bei allen gestorbenen Tieren wird durch Sektion und kulturellen Ver-
such Diphtherie als Todesursache nachgewiesen.

Das Wachstum auf Agar gibt folgende Resultate:

Versueh a.

Dauer d. Exposition 1 Stunde | 2%/, Stunden| 4 Stunden Kontroll

Wachstom am . . |1.Tag|2. Tag|[1. Tag[2. Tag 1. Tag |2. Tag|1. Tag [2.Tag

Bouillon ungefieht | 4+ |-+-+ | |+ + N R
Bouillon mit Eosin | 0

gofurbt . . . |44 [+ + [+ |
Bouillon mit Ery-

throsin gefl.rbt.i—{——{— ++ + + ! 0 ! L | +4+]|++

Versuch b.
Exposition am Tageslicht 4 Stunden Kontroll
Wachstum am . . . || 1. Tag | 2. Tag | 1. Tag | 2. Tag

Bouillon ungefarbt . | 4 ++ I+++ 1 +++
Bouillon mit Eosin

gefarbt. . . . . 0 0 +++|+4++
Bouillon mit Erythro- :

sin gefarbt . . . l 0 | 0 |+++|+++
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—
Exposition unter .R“‘_"“fl"'.‘ 7 Stunden 14 Stunden |  Kontroll
Wachstam am. . . . l.Tag|2.Tag|1Tngl2ng!l.ng 2. Tag

Bouillon wngeftrbt . . |-f—++| + i +++ +++ | +++
Bouillon mit Eosin ge- i I

b RS RS (RS UL S
Bomllon mlt Eryt.hrosm I |
gefiebt. . b L l++ |+++|+++

II. Versuche mit Streptokokken.

a) Exposition am Tageslicht.

31. 1. Streptokokkenbouillon wird ungefarbt, mit Eosin, bsw. Erythrosin
gefiirbt dunkel und 1t/,, 3, 43/, und 6 Stunden am Tageslicht exponiert.

Die 3 Stunden exponierte Kultur wird zum Tierversuch benutst.

Lichtverhi#lltnisse : trib, zeitweise etwas Sonne.

Tierversuch abends 6 Uhr.

Maus Nr. 1.

Subkutane Injektion von 0,1 cem ungefirbter, nicht exponierter
Bouillon.
Tod nach 2 Tagen.
Maus Nr 2.

Subkutane Injektion von 0,1 cem mit Eosin gefiirbter, nicht exponierter
Bouillon.
Tod nach 2 Tagen.
Maus Nr. 3.

Subkutane Injektion von 0,1 ccm mit Erythrosin gefirbter, nicht expo-
nierter Bouillon.
Tod nach 2 Tagen.
Maus Nr. 4.

Snbkutane Injektion von 0,1 ccm ungefirbter, 3 Stunden exponierter
Bouillon.
Tod nach 2 Tagen.
Maus Nr. b.

Subkutane Injektion von 0,1 ccm mit Eosin gefirbter, 3 Stunden expo-
nierter Bouillon.
Bleibt am Leben.
Maus Nr. 6.

Subkutane Injektion von 0,1 ccm mit Erythrosin gefiirbter, 3 Stunden
exponierter Bouillon.
Bleibt am Leben.

Bei allen gestorbenen Miusen werden durch Uberimpfung des Her:-

blutes auf Schriigagar und mikroskopische Untersuchung Streptokokken nach-
gewiesen,
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b) Exposition unter Rubinglaskasten.
13. II. Streptokokkenbouillon wird ungefirbt, mit Eosin bzw. Ery-
throsin gefirbt 7 und 14 Stunden unter Rubinglaskasten exponiert.
Lichtverhiiltnisase : Sonne, zeitweise trilbe.
14. II. Tierversuch abends 4 Uhr.
Maus Nr. 7.

Subkutane Injektion von 0,1 ccm ungefirbter nicht exponierter Bouillon-

Kontroll.
Tod nach 1 Tag.

Maus Nr. 8.
Subkutane Injektion von 0,1 ccm ungefirbter Bouillon, 14 Stunden
unter Rubinglaskasten exponiert.
Tod nach 1!/, Tag.
Maus Nr. 9.
Subkutane Injektion von 0,1 ccm mit Eosin gefirbter Bouillon, 14 Stun-
den unter Rubinglaskasten exponiert.
Tod nach 1 Tag.
Maus Nr. 10. .
Subkutane Injektion von 0,1 cecm Bouillon, mit Erythrosin gefarbt,
14 Stunden unter Rubinglaskasten exponiert.
Tod nach 1!/, Tagen.

Bei sallen gestorbenen Miinsen werden kulturell im Herzblut Strepto-
kokken nachgewiesen.

Das Wachstum auf Agar ergab folgende Resultate:

Versuch a.
Dauer d. Exposition 1'/s Stunden 3 Stunden
Wachstum am . . 1. Tag ! 2 Tag || 1. Tag | 2 Tag

Bouillon ungeférbt . | 44+ | ++ 1+ | +4+ | +++

Bouillon mit Eosin

gefarbt . . . . “++ ++ + +
Bouillon mit Erythro- i .
sin gﬁfkbt e e L | L L L
e — S — - .’
Dauer der Exposition . l 41/, Stunden 6 Stunden || Kontroll
Wachstum am. . . .| 1. Tag |2 Tag ! 1.Tag | 2. Tag | 1. Tag | 2. Tag

Bouillon ungefrbt . .| 4+ | 44 L -+ li+++'+++

Bouillon mit Eosin ge- |

farbt . . . . . . + + L ' L +++|+++
Bouillon mit Erythrosin | ! l
gefarbt. . . . . .4 0 | L | 0 l L “+++;4 4

|
Archiv fir Hygiene. Bd. LIV. 5



66  Weitere Versuche mit photodynamisch., sensibiligsierend. Farbstoffen etc.

Versuch b.

Dauer der Exposition . 7 Stunden 14 Stunden Kontroll
Wachstum am. . . .| 1.Tag | 2. Tag | 1. Tag | 2. Tag | 1. Tag | 2. Tag

Bouillon ungeftrbt . . +4+ | ++ 1 +4+ | +4+ " +4+ | ++
Bouillon mit Eosin ge- '

I R R el
Bouillon mit Erythrosin
gefarbt. . . . . . : ++ | ++ L L ++ | ++

¢) Prafung der Viralenz von exponierten Streptokokkenkulturen.

Diese Versuche wurden unternommen, um festzustellen, ob ein Strepto-
kokkus, welcher nach Exposition am Lichte Tiere nicht mehr tétete, obschon
die Kulturen noch Wachstum ergaben, dauernd abgeschwiicht ist.

1. Versuch.

12. V. Streptokokkenbouillon wird ungefiirbt, mit Eosin resp. Erythrosin
gefirbt dunkel und am Lichte 2, 4 und 6 Stunden exponiert.

Die Exposition wird, um die Verdunstung der Kulturen bei der ziem-
lich intensiven Sonne zu vermeiden, statt in Doppelschiilchen wie gewthn-
lich in Reagenzrohrchen vorgenommen, wo die Wirkung des Lichtes weniger
deutlich ist.

Lichtverhaltnisse: Sonne.

18. V. Tierversuch mittags 11 Ubhr.

Maus Nr. 1.

Subkutane Injektion von 0,1 ccm mit Erythrosin gefiirbter, nicht expo-

nierter Bouillon-Kontroll.
Tod nach 2 Tagen.

Maus Nr. 2.
Subkutane Injektion von 0,1 ccm mit ungefirbter, 6 Stunden expo-

nierter Bouillon.
Tod nach 4 Tagen.

Maus Nr. 8.
Subkutane Injektion von 0,1 mit Eosin gefiirbter, 6 Stunden exponierter

Bouillon.
Bleibt am Leben.

Maus Nr. 4.
Subkutane Injektion von 0,1 ccm mit Erythrosin gefirbter, 6 Stunden
exponierter Bouillon.
Bleibt am Leben.
Bei den gestorbenen M#iusen werden durch Sektion und kulturellen
Versuch im Herzblute Streptokokken nachgewiesen.
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Das Wachstum auf Agar ergab folgendes Resultat:

Dauer d. Exposition ; 2 Stunden | 4 Stunden ! 6 Stunden Kontroll

Wachstum am . . |1.Tag|2 Tag 1. Tag|2.Tag|l.Tag|2.Tag|1.Tag|2. Tag
Bouillon ungefarbt | ++|++ | ++|++ ! + ' + \

Bouillon mit Eosin
gefarbt . . . . |++|++| + [+4| L +
Bouillon mit Ery- |
throsin gefarbt . | 4444 || L | + | 0 0 |+++ +4++

2. Yersuch.

156. V. Die von den 6 Stunden exponiert gewesenen Streptokokken
kulturen aus Versuch 1, welche fiir die damit injizierten Mause nicht mehr
oder abgeschwiicht virulent waren, angelegten Agarkulturen werden zur
Weiterzichtung auf Bouillon tiberimpft. Die von der ungefiirbten und von
der mit Eosin gefirbten exponierten Kultur herrithrende Bouillon ist stark
getrtibt, die von der mit Erythrosin gefirbten exponierten Kultur herrdhrende
zeigt kein Wachstum.

16. V. Tierversuch mittags 2 Uhr.

Maus Nr. 1.

Subkutane Injektion von 0,1 ccm Bouillon, herrithrend von ungefiirbt
exponiert gewesener Streptokokkenkultur.

Tod nach 2 Tagen.
Maus Nr. 2.

Subkutane Injektion von 0,1 ccm Bouillon, herrithrend von mit Eogin
gefilrbt exponiert gewesenen Streptokokkenkultur.
Tod nach 2 Tagen.

Bei den gestorbenen M#usen werden durch kulturellen Versuch im
Herzblut Streptokokken nachgewiesen.

Resiimee. Der Zusatz von sensibilisierenden Farbstoffen
hat nicht nur auf das Wachstum, sondern auch auf die
Virulenz der pathogenen Mikroorganismen einen sehr deut-
lichen Einflufs. Es stellte sich heraus, dals sehr virulente Strepto-
kokkenkulturen, welche in Mengen von 0,0001 ccm Miuse eben
noch sicher toteten, selbst in einer Menge von 0,1 ccm nicht
mehr den Tod der Versuchstiere hervorrufen, wenn sie, mit Eosin
oder mit Erythrosin vermengt, 3—4 Stunden lang am Tageslicht
exponiert wurden, withrend die ungefiirbte exponierte Kultur in
der Menge von 0,1 cem, #hnlich wie die nicht exponierte, unge-

farbt und gefirbte wirkte, also rasch den Tod der Tiere herbei-
5‘
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fihrte. Ahnliches ergaben die Versuche mit Diphtheriebazillen
an Meerschweinchen. Wihrend eine Bouillonaufschwemmung
einer Serumkultur, in der Menge von 2,0 ccm ungefiirbt dem
Lichte 4 Stunden exponiert, das Tier innerhalb 2 Tagen totete,
wirkte die exponierte Kultur nicht mehr tsdtlich, wenn sie vorher
mit Eosin oder Erythrosin versetzt worden war.

Bei den Versuchen unter dem Rubinglaskasten konnte kon-
statiert werden, dals die durch rotes Glas filtrierten Lichtstrahlen
die Virulenz von Bakterien ebenso wenig abzuschw#chen ver-
mdogen als ihre Entwicklungsfihigkeit und zwar selbst bei tage-
langer Exposition.

Wie dies schon von anderen Autoren beobachtet worden ist,
haben auch unsere Versuche ergeben, dafs die Abschwiichung
bzw. das Verlorengehen der Virulenz friiher eintritt als die
vollige Abtdtung der Bakterien. Einzelne exponierte, sensibili-
sierte Kulturen ergaben noch Wachstum, wihrenddem die inji-
zierten Tiere am Leben blieben; immerhin beweisen die ange-
filhrten Resultate, dafs Wachstumshemmung und Virulenzabnahme
Hand in Hand gehen.

Sehr interessant ist auch das Resultat des letzten Versuches,
dals nimlich durch Weiterziichtung einer exponierten Kultur von
virulenten Streptokokken, welche die damit injizierte Maus nicht
mehr getdtet hatte, eine Kultur erhalten wurde, die sich wieder
als voll virulent erwies; wir konnten also eine dauernde Ab-
schwiichung in diesem einen Versuche nicht nachweisen.

Zweiter Abschnitt.

Wirkung des Lichtes auf Toxine und Antitoxine.

Kitasato (1) hat in seinen experimentellen Untersuchungen
iber Tetanusgift die Einwirkung des Lichtes auf dasselbe durch
zahlreiche Tierversuche genau gepriift. Er fand, dafls das Filtrat
einer Bouillonkultur von Tetanusbazillen durch Aufstellen am
Fenster bei zerstreutem Tageslichte allméhlich seine Wirksamkeit
verlor; es dauerte aber lange Zeit, bis die Giftwirkung vollstindig
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verschwand. Durch Aufstellen direkt an Sonnenlicht verlor das
Tetanusgift erst nach 15—18 Stunden vollstindig seine Wirksamkeit.

Das Diphtheriegift erwies sich atmosph#rischen Einflissen,
also auch dem Lichte gegeniiber, widerstandsfiahiger. ‘

Tizzoni und Cattani () fanden ebenfalls, dafs Sonnen-
licht imstande ist, das Tetanustoxin bald unwirksam zu machen,
namentlich wenn der Zutritt des Sauerstoffes der Luft leicht
moglich war.

Auch Fermi und Celli ('8 konstatierten, dafs das Tetanus-
gift, dem direkten Sonnenlichte ausgesetzt, wobei die Temperatur
zwischen 40—50° schwankte, nach 8 Stunden zerstdrt wurde.
Bei einer Temperatur von nicht mehr als 37° blieb das Gift, an
der Sonne exponiert, 15 Stunden lang wirksam.

Tappeiner und Jodlbauer (*¥) haben die Wirkung des
Lichtes auf mit fluoreszierenden Stoffen geférbtes Diphtherietoxin
und Tetanustoxin gepriift. Beziiglich der Versuche mit Diph-
therietoxin schreibt Tappeiner: »Man sieht, dafs der Zusatz
von Eosin im Dunkeln auf das Toxin nicht ganz ohne Einflufs
war, in gleicher Weise wie der Zutritt des Lichtes im Glas ohne
Eosin. Die Schidigung ist indes in beiden Fillen unbedeutend,
nur bei der einfachen und doppelten letalen Dosis in Form einer
Verzogerung des letalen Ausganges von !/,—1 Tag bemerkbar.
Wahrhaft erstaunlich aber ist die Wirkung auf das Toxin durch
Eosin am Lichte. S#mtliche Tiere bis inklusive den mit der
120fachen Dosis letalis injizierten blieben vollkommen normal.¢

Die 1—10fache dosis letalis des Tetanustoxins wird ertragen
bis auf lokalen Tetanus, die 25fache Dosis ist letal.

Eine mit Tetanusantitoxin durchgefiihrte grofsere Versuchs-
reihe ergab eine analoge Wirkung auf Antitoxine.

Schon frither hatte Tappeiner (*) gezeigt, dals Rizin, in
Losung mit etwas Eosin, 14 Stunden zerstreutem Tageslicht aus-
gesetzt, sein charakteristisches Agglutinationsvermdgen fiir rote
Blutkorperchen vollkommen verloren hatte, withrend eine ebenso
lang exponierte, einfache Rizinldsung und eine mit Eosin ver-
setzte, im Dunkeln aufbewahrte Losung unverindert wirksam
waren.
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In den folgenden Versuchen wurde Diphtherietoxin und
Antitoxin, das wir der Freundlichkeit des Berner Seruminstitutes
verdanken, benutzt, ferner Tetanustoxin und Antitoxin, das wir
von den Hochster Farbwerken bezogen.

Das Diphtherietoxin, ohne und mit Zusatz von Antitoxin,
wurde Meerschweinchen von durchschnittlich 150—200 g Gewicht
subkutan am Bauche injiziert. Da die Wertigkeit der Priparate
nicht angegeben war, wurde dieselbe experimentell festgestellt
und dabei gefunden, dafs 0,05 ccm Toxin den Tod der Ver-
suchstiere in ca. 48 Stunden herbeifiihrte. Wurde 0,5 cem Toxin
einer Menge von 0,005 cem Antitoxin beigefiigt, das Gemisch ca.
1 Stunde lang aufbewahrt und dann injiziert, blieben die Tiere
am Leben; bekamen sie in gleicher Weise 0,5 ccm Toxin und
0,001 ccm Antitoxin, starben sie nach ca. 48 Stunden.

Die Wertigkeit des Hochster Tetanustoxin war angegeben
fiir 1,0 g festes Toxin — 150000 0004-Ms, die des fliissigen Teta-
nusantitoxins war diejenige eines fiinffachen Normalserums, also
sollte 0,1 ccm Antitoxin 0,15 g Toxin neutralisieren. In unseren
Versuchen waren wir gendtigt, mit ziemlich hdheren Dosen von
Toxin und etwas kleineren von Antitoxin zu arbeiten.

Die Wirksamkeit des Tetanustoxins wurde an M#usen und
Meerschweinchen erprobt und dabei gefunden, dals bei M#usen
0,0000125 ccm Toxin innerhalb zweimal 24 Stunden den Tod an
Tetanus herbeifiihrte, bei Meerschweinchen 0,00025 ccm inner-
halb 36 Stunden. Eine mit 0,00125 cem Toxin - 0,001 cem Anti-
toxin injizierte Maus starb nach ca. 18 Stunden, eine mit einem
gleich wie oben hergestellten Gemenge von 0,001 ccm Toxin
—+ 0,0005 ccm Antitoxin injizierte blieb am Leben.

Die zu injizierenden Mengen wurden durch Verdiinnen des
Diphtherietoxins und Serums mit steriler Bouillon, die des Te-
tanustoxins und Serums durch Aufldsen, resp. Verdiinnen mit
sterilem Wasser hergestellt. Die Toxine und Antitoxine wurden
im Freien exponiert und zwar teils ungefirbt, teils mit Eosin 19,
gefiirbt, daneben wurden immer Kontrolldsungen direkt exponiert.
Die Exposition fand teils in bedeckten, gewhnlich in unbedeckten
Glasschilchen statt.
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Die Versuche wurden immer mit sehr grofsen Mengen Toxin,
bzw. Toxin und Antitoxin ausgefilhrt behufs Erlangung un-
zweideutiger Resultate.

I. Exposition von Toxinen am Tageslichte.

1. Versuch mit Diphtherietoxin.

27. IV. Diphtherietoxin wird ungefirbt und mit Eosin gefiirbt dunkel
und am Tageslichte in bedeckten und offenen Doppelschiilchen 4 Standen
exponiert.

Lichtverhiiltnisse: 2 Stunden Sonne, 2 Stden trilb.

Tierversuch. Abends 4 Uhr.

Meerschweinchen Nr. 1.

Subkutane Injektion von 0,06 ccm Diphtherietoxin, ungefirbt, nicht

exponiert.
Tod nach 2 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 2.

Subkutane Injektion von 0,06 ccm Diphtherietoxin, mit Eosin gefiirbt

nicht exponiert.
Tod nach 2 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 8.

Subkutane Injektion von 0,06 cem Diphtherietoxin, ungefirbt, in be-

deckter Schale exponiert.
Tod nach 2 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 4.

Subkutane Injektion von 0,06 ccm Diphtherietoxin, mit Eosin gefirbt,
in bedeckter Schale exponiert.

Bleibt am Leben.

Meerschweinchen Nr. b.

Subkutane Injektion von 0,06 ccm Diphtherietoxin, ungefirbt, in offener
Schale exponiert.
Tod nach 2 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 6.

Subkutane Injektion von 0,00 ccm Diphtherietoxin, mit Eosin gefirbt,
in offener Schale exponiert.

Bleibt am Leben.

Bei allen gestorbenen Tieren werden bei der 8ektion die fir Diphtherie
typischen Veriinderungen gefunden.
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3. Versueh mit Tetanustoxin.

3. V. Tetanustoxin wird ungefirbt und mit Eosin gefirbt dunkel und
am Tageslichte 4 Stunden exponiert.
Lichtverhiiltnisse : Sonne, zeitweise trih.

Tierversuch abends 4 Uhr.

Meerschweinchen Nr. 1.
Subkutane Injektion von 0,000250 ccm Tetanustoxin, ungeférbt, nicbt
exponiert. ) )
Tod nach 2 Tagen.
Meerschweinchen Nr. 2.

Subkutane Injektion von 0,00025 ccm Tetanustoxin, mit Eosin gefarbt,
nicht exponiert. )
Tod nach 2 Tagen.
Meerschweinchen Nr. 3.
Subkutane Injektion von 0,00025 ccm Tetanustoxin, ungefiirbt, exponiert.
Tod nach 2 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 4.

Subkutane Injektion von 0,00026 ccm Tetanustoxin, mit Eosin gefiirbt,
exponiert.
Bleibt am Leben.

Der Tod aller drei gestorbenen Tiere trat unter deutlich tetanischen
Symptomen ein.

II. Exposition von Antitoxinen am Tageslichte.

8. Versuch mit Diphtherieantitoxin.

10. V. Diphtherieantitoxin wird ungefirbt und mit Eosin gefirbt dunkel
und am Tageslichte 4 Stunden exponiert. Das exponierte Antitoxin wird
im Dunkeln aufbewahrt gewesenem Dipbtherietoxin beigemischt, ca. 1 Stunde
stehen gelassen und dann injiziert.

Lichtverh#llinisse: Sonne.
Tierversuch abends 6!/, Ubr.

Meerschweinchen Nr. 1.
Subkutane Injektion von 0,00256 ccm Antitoxin, ungefirbt, nicht exponiert
+ 0,26 cem Toxin.
: Bleibt am Leben.
Meerschweinchen Nr. 2.

Subkutane Injektion von 0,0025 ccm Antitoxin, mit Eosin gefdrbt,
nicht exponiert 4 0,26 ccm Toxin.

Bleibt am Leben.
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Meerschweinchen Nr. 3.

Subkutane Injektion von 0,0025 ccm Antltoxm, ungefiirbt, exponiert
-+ 0,25 cem Toxin.

Tod nach 2 Tagen.

Meerschweinchen Nr. 4. ,

Subkutane Injektion von 0,0026 ccm Antitoxin, mit Eosin geférbt,
exponiert -}- 0,26 ccm Toxin.

Tod nach 2 Tagen.

Die Krankheitssymptome traten bei diesem Tiere etwas friiher ein als
bei Nr. 3.

Die Sektion der gestorbenen Tiere ergibt die fur Diphtherie typischen
Verinderungen.

4. Versuch mit Tetanusantitoxin.

10. V. Tetanusantitoxin wird ungefirbt und mit Eosin gefirbt dunkel’
und am Tageslichte 4 Stunden exponiert. Das exponierte Antitoxin wird
mit im Dunkeln aufbewahrt gewesenem Tetanustoxin vermischt, ca. 1 Stunde
stehen gelassen und dann injiziert.

Lichtverhiiltnisse: Sonne.

Tierversuch abends 5 Uhr.

Maus Nr. 1.

Subkutane Injektion von 0,00056 ccm Antitoxin, ungefiirbt, nicht exponiert
-+ 0,001 ccm Toxin.

Maus Nr. 2.
Subkutane Injektion von 0,0006 ccm Antitoxin, mit Eosin gefirbt, nicht
exponiert -+ 0,001 cem Toxin.
Bleibt am Leben.

Bleibt am Leben.

Maus Nr. 3.
Subkutane Injektion von 0,0006 ccm Ant:toxm, nicht gefiirbt, exponiert

+ 0,001 ccm Toxin.
Bleibt am Leben.

Die Maus zeigt die ersten Tage nach der Injektion leichte tetanische
Symptome.

Maus Nr. 4.

Subkutane Injektion von 0,0005 ccm Antitoxin, mit Eosin gefirbt,
exponiert - 0,001 ccm Toxin.

Tod nach 8 Tagen.

Der Tod des gestorbenen Tieres erfolgte unter deutlichen Erascheinungen

von Tetanus.

III. Exposition von Antitoxinen am Tageslichte und
unter Rubinglaskasten. :
6. Yersueh mit Diphtherieantitoxin.

17. V. Exposition von Diphtherieantitoxin, ungefarbt und mit Eosin
gefirbt unter Rubinglaskasten und am Tageslichte 4 Stunden. Dem exponierten
Antitoxin wird nicht exponiertes Diphtherietoxin zugeftgt, die Mischung
ca. 1 Stunde stehen gelassen und dann injisiert.
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Lichtverhiltnisse: Sonne.
Tierversuch abends 4 Uhr.
Meerschweinchen Nr. 1.
Subkutane Injektion von 0,0025 ccm Antitoxin, ungefirbt, unter Rabin-
glaskasten exponiert + 0,25 ccm Toxin.
Bleibt am Leben.
Meerschweinchen Nr. 2
Subkutane Injektion von 0,0025 ccm Antitoxin mit Eosin gefirbt, unter
Rubinglaskasten exponiert 1+ 0,25 ccm Toxin.
Bleibt am Leben.
Meerschweinchen Nr. 3.
Subkutane Injektion von 0,0025 ccm Antitoxin, ungefiirbt, direkt
exponiert 4 0,25 ccm Toxin.
Tod nach 2 Tagen.
Meerschweinchen Nr. 4
Subkutane Injektion von 0,0025 ccm Antitoxin, mit Eosin gefirbt, direkt
exponiert | 0,25 ccm Toxin.
Tod nach 2 Tagen.
Die Sektion der gestorbenen Tiere ergab die far Diphtherie typischen
Veriinderungen.

6. Versueh mit Tetanusantitoxin.

14. V. Exposition von Tetanusantitoxin, ungefirbt und mit Eosin gefirbt,
unter Rubinglaskasten und am Tageslicht 4 Stunden. Das exponiert ge-
wesene Antitoxin wird vermischt mit nicht exponiertem Tetanustoxin, ca.
1 Stunde stehen gelassen und dann injiziert.

Lichtverhiltnisse : Sonne.

Tierversuch abends 4!/, Uhr.

Maus Nr. 1.

Subkutane Injektion von 0,0005 ccm Antitoxin, nicht gefirbt, unter
Rubinglaskasten exponiert -} 0,00125 cem Toxin.

Bleibt am Leben.

Maus Nr. 2.

Subkutane Injektion von 0,0005 ccm Antitoxin, mit Eosin gefirbt, unter
Rubinglaskasten exponiert + 0,00126 ccm Toxin.

Bleibt am Leben.

Maus Nr. 3.

Sabkutane Injektion von 0,0005 ccm Antitoxin, ungefiirbt, direkt exponiert
+ 0,00125 ccm Toxin.

Maus Nr. 4.

Subkutane Injektion von 0,0005 ccm Antitoxin, mit Eogin gefiirbt, direkt
exponiert - 0,00125 ccm Toxin.
Tod nach 1', Tagen.

Der Tod der Maus erfolgte unter deutlichen tetanischen Symptomen.

Bleibt am Leben.
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Resiimee. Aus den mitgeteilten Versuchen erhellt, dafs
die Wirksamkeit von Diphtherie- und Tetanustoxin durch eine
Exposition am Tageslichte von 4 Stunden herabgesetzt wird und
dafs diese Einwirkung besonders an dem mit Eosin geférbten
Toxin gegentiber dem nicht gefiarbten zutage tritt, so dals eine
fir das betreffende Tier mindestens 100fach letale Dosis nicht
mehr tddlich wirkt, sondern hdchstens noch voriibergehende
Vergiftungssymptome bewirkt, wie dies an den mit Tetanus in-
jizierten Tieren etwa beobachtet wurde.

Auch auf die Diphtherie- und Tetanusantitoxine war deut-
lich der schidigende Einflufs des Lichtes mit und ohne Zusatz
eines sensibilisierenden Farbstoffes zu erkennen, indem die mit
nicht exponiertem Antitoxin plus Toxin injizierten Tiere nicht
erkrankten und am Leben blieben, wihrend das exponierte Anti-
toxin unter denselben Bedingungen eine Neutralisierung des
Toxins nicht mehr herbeizufiihren im stande war.

Im Gegensatz hierzu vermochte das unter dem Rubinglas-
kasten exponierte Diphtherie- und Tetanusantitoxin die Wirkung
seines entsprechenden Giftes vollstindig zu peutralisieren.

IV. Einwirkung des Lichtes auf die himolytische
Wirkung von Tetanustoxin.

Madsen () hat interessante Versuche angestellt {iber die
schidigende Wirkung des Tetanustoxins, bzw. des Tetanolysins
auf rote Blutkorperchen, wobei er fand, dafs diese schddigende
Wirkung durch Tetanusantitoxin unter gewissen Versuchs-
bedingungen aufgehoben wurde. Unsere Versuche bezweckten
nun, nachdem die zerstdrende Beeinflussung des Tetanustoxins
und Antitoxins am Lichte an Tierexperimenten konstatiert war,
diese Lichtwirkung auch noch an h#molytischen Versuchen zu
erproben.

1. Versueh.

15. V. Tetanustoxin, ungefirbt und mit Eosin 1°/,, gefiirbt, ebenso
Antitoxin, werden teils an der Sonne 4 Stunden, teils dunkel exponiert.

Tetanusantitoxin wird direkt einem halben ccm e¢iner ca. 5 proz. Kanin-
chenblut-Aufschwemmung beigefigt und dann Toxin zugesetst, so dafs zuerst
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Antitoxin mit dem Blute ca. 12 Stunden im Kontakt gelassen, nachher mit
physiologischer Kochsalzldsung ausgewaschen und dann das Toxin beigegeben
wird.

Es bedeutet:
+ + -+ starke Himolyse,
+ + mittelstarke >
-+ schwache >
0 keine >

Das Resultat war nach 12 Stunden folgendes:

Blatlésung mit 0,01 ccm Tetanustoxin nicht exponiert . . . 44+
> » 0,01 » > ~+ Eosin nicht exp. . +++
> » 0,01 » » exponiert . . .. +4
» » 001 » > -} Eosin expomert . +
» » 0,1 > Tetanusantitoxin nicht exponiert

4 0,01 » Tetanustoxin . . . . 0
» mit 0,1 » Tetanusantitoxin u. Eosm mcht exp.

<+ 0,01 » Tetanustoxin 0
» mit 0,1 » Tetanusantitoxin expomert

+ 0,01 » Tetanustoxin . +
» mit 4+ 0,1 » Tetanusantitoxin 4 Eosm expomert

+ 0,01 > Tetanustoxin e ++4
> Kontroll nicht exponiert . . . 0
> -+ Eosin > » . 0
> mit Antitoxin 0,1 ccm I\ontroll 0
> > » 01 > - Eosin exponiert 0

2. Versuch.

17. II. Die 4 Stunden am Sonnenlicht exponiert gewesenen Ldsungen
werden heute noch 2 Stunden bei wenig Sonne exponiert, der Versuch dann
in gleicher Weise wiederholt.

Die Resultate nach 12 Stunden waren folgende

Blutlbsung mit 0,01 ccon Tetanustoxin nicht expomert . }. +++
> » 0,01 » > - Eosin nicht exp. P4
» » 001 » > exponiert . : + 4
> » 001 » > + Eosin expomert +

» 0,1 » Tetanusantitoxin nicht expomert.
+ 0,01 » Toxin . . 0
mit 0,1 » Tetanusantlt.oxm + Eosm mcht exp.
+ 0,01 > Toxin . . 0
’ mit 0,1 » Tetanusant.ntoxm expomert
-+ 0,01 » Toxin . . +
: mit 0,1 > Tet.a.nuaanmoxln + Eosm expoulert

+0,0lrToxm......‘.....'ﬂ-}——i-
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Resiimee. Die wenigen hier angefiihrten Versuche er-
geben, dals die h#molytischen, bzw. antih#molytischen Eigen-
schaften des Tatanustoxins und Antitoxins durch Exposition
am Lichte #hnlich beeinflufst werden wie die rein toxischen
bzw. antitoxischen Eigenschaften. Die Wirksamkeit der be-
trefienden Losungen wird auch hier bei Zusatz von sensibili-
sierenden Farbstoffen viel stirker abgeschwicht.

Dritter Abschnitt.
Wirkung des Lichtes auf das Labferment.

Von verschiedenen Seiten wurde die Lichtwirkung auf
Enzyme untersucht und zwar machten schon Downes und
Blunt(®2) Versuche mit Invertinldsungen, welche ldngere Zeit
dem Sonnenlichte ausgesetzt waren. Dieselben zeigten nachher
eine erheblich geringere Fihigkeit, Rohrzucker in Traubenzucker
umzuwandeln, als die im Dunkeln aufbewahrten Kontrollproben.

Fermi und Pernoni (¥) glaubten ebenfalls in ihren
Untersuchungen gefunden zu haben, dafs Ldsungen von Pepsin
und Trypsin im Sonnenlicht mehr abgeschwicht werden als beim
Aufbewahren im Dunkeln.

Eine sichere Wirkung des Sonnenlichtes auf Chymosin (Lab)
und Maltase (Hefenextrakt) beobachtete Emmerling. (%)

Tappeiner(?) vertffentlichte 1903 und in Gemeinschaft
‘mit Jodlbauer (®) 1904 interessante Mitteilungen iiber die
Wirkung des Sonnenlichtes auf Enzyme bei Anwesenheit fluores-
zierender Stoffe. Er fand regelmilsig, dals Eosin die Verzuckerung
der Stiarke in bedeutendem Mafse hemmte, wenn die betreffende
Losung von Diastase dem gewdhnlichen Tageslicht ausgesetzt war.

Im Dunkeln war das Eosin obhne jede Einwirkung, ebenso
war Tageslicht fiir sich allein ohne Einflufs. Die Wirkung trat
nicht ein bei Filtration der Lichtstrahlen, indem man das zu-
tretende Licht vorher eine Ldésung des im Versuch stehenden
“fluoreszierenden Stoffes von 10 cm Schichtdicke passieren lifst.
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Das zweite untersuchte Enzym war das Invertin, das sich
ghnlich wie Diastase verhilt. Auch die Wirkung des eiweils-
verdauenden Papayotin wurde durch Eosin im Lichte gehemmt.

Schmidt-Nielsen(*) benutzte zu seinen Versuchen mit
Chymosin das konzentrierte, elektrische Bogenlicht; die Belichtung
geschah in Quarzkammern. Er hatte n#mlich gefunden, dafs
das Sonnenlicht und das nicht konzentrierte Licht von elektrischen
Bogenlampen nur von schwacher Wirkung auf Enzyme war,
ferner dafs die wirksamen ultravioletten Strahlen nicht durch-
drangen, wenn eine klare Glasplatte vor die Versuchskammer
eingeschoben wurde. Das Chymosin biifste durch Belichtung
mit konzentriertem, elektrischem Bogenlichte an Wirksamkeit
ein, Versuche mit Erythrosin und Belichtung in der Quarz-
kammer mit durch Glasfilter filtriertem, konzentriertem Lichte
waren negativ.

Zu unseren Versuchen wurde ebenfalls das leicht erhiltliche
Labferment (Chymosin) benutzt. Dasselbe eignete sich fiir die
Versuche auch deshalb besonders, weil man in der Zeit des
Eintreffens der Gerinnung von damit versetzter Milch unter den
gewshnlichen Versuchsanordnungen ziemlich genaue Werte be-
kam. Es wurde zu den beschriebenen Versuchen eine 1 proz. Lab-
l6sung benutzt, welche mittels Auflssen einer k#uflichen Lab-
tablette in 100 ccm gewdhnlichen Wassers erhalten wurde. Da
die Losung nicht haltbar ist, wurde zu jedem Versuche eine
frische Losung hergestellt.

Diese Lablésung wurde nun in Reagenzrdhrchen teils direkt,
teils mit einer 1%, KEosin- resp. Erythrosinldsung versetzt,
im Freien exponiert. Ebenso wurden die betreffenden L&sungen
in Reagenzrshrchen mit schwarzem Papier umbiillt, also unter
Lichtabschlufs zu Kontrollversuchen exponiert.

Fiir die Priifung der Gerinnungsfihigkeit dieser Lablésungen
wurden dieselben frischer, ungekochter Milch beigefiigt und zwar
1 ccm Lablosung auf 100 cem Milch.

In einigen Versuchen wurde auch Milch der Einwirkung
des Lichtes ausgesetzt und nachher mit exponierten und nicht
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exponierten Lablosungen die Gerinnungsfihigkeit derselben unter-
sucht. Die Milch wurde dazu in grofsen Doppelschalen un-
gefirbt und mit 19, Eosin- bzw. Erythrosinldsung versetst
exponiert. Die Priifung der Milchgerinnung durch Lab wurde
teils im Sch#fferschen, teils in einem nach diesem konstruierten
grofseren Apparate, einem viereckigen Blechkasten mit 20 Off-
nungen fiir Bechergldser bei einer Temperatur von etwa 37°C
vorgenommen,

Es wurde bestimmt, innerhalb welcher Zeit bei den ver-
schiedenen Gemischen eine deutliche Gerinnung der Milch ein-
trat und diese Zeit in Minuten notiert.

I. Versuche mit Lab und Milech ohne und mit Zusatz
von Eosin.

100 ccm Milch werden mit 1 cem Lablosung vermengt; die Zahlen
geben die Minuten an, welche zwischen Labzusatz und Gerinnung ver-
streichen. In den folgenden Tabellen wird die Vorbehandlung von Milch
und von Lab (exponiert, nicht exponiert; ungefirbt, mit Eosin gefirbt) mit-
geteilt.

18. 1. Lab, ungefirbt und mit Eosin gefirbt, Milch ungefirbt und mit
Eosin gefirbt, werden dunkel und am Lichte 6 Stunden exponiert.

Lichtverhitltnisse: trtib, keine Sonne.

. [ Lab Lab nicht expon.
Milch Lab exponiert (Kontroll)
1. nicht exponiert ungeftrbt . . . . 6 6
ungefirbt mit Eosin gefirbt . 8 8
2. nicht exponiert } ungefirbt . . . . 16 12
mit Eosin gefirbt mit Eosin gefirbt . 20 16
3. exponiert ungefarbt . . . . 18 12
ungefiirbt mit Eosin gefiirbt . 26 24
4. exponiert } ungeftrbt . . . . b5 65
mit Eosin gefirbt mit Eosin gefirbt . 120 65
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II. Versuche mit Lab und Milch, ungefirbt und mit
Zusatz von Erythrosin.

19. I. Lab, ungefirbt und mit Erythrosin gefurbt, Milch ungefiirbt und
mit Erythrosin gefarbt, werden dunkel und am Lichte 6 Stunden exponiert.
Lichtverhaltnisse: tribe, keine Sonne.

Lab
Milch Lab ox La:;e rt nicht expon.
po (Kontroll)
1. nicht exponiert ungefiirbt . 8 8
ungefarbt mit Erytbrosin gef. 65 10
2. nicht exponiert ungefirbt . 15 15
mit Erythr. gefarbt mit Erythrosin gef. Meliéiogemn- 20
Gerinnung
3. exponiert ungefirbt 18 18
ungefirbt mit Erythrosin gef. 70 30
4. exponiert ungefirbt . . . . 80 70
mit Erythr. gefirbt mit Erythrosin gef. nwhk:;:emh- 110
Gerinnung

III. Vergleichende Versuche mit getrennt und mit
gemeinsam exponierten Lab- und Farbstoffldsungen.

26. I. Exposition von 1°/, Lablésung, 1°/,, Eosinldsung getrennt und
19/,, Lablésung gemeinsam mit 1°/,, Eosinlésung dunkel und 4 S8tunden am

Tageslichte.

Lichtverhiiltnisse: Sonne, zeitweise triibe.

Lab

Milch Lab ex L:l;e t nicht expon.
po (Kontroll)

ungefirbt 14 12

nicht exponiert mit Eosin gefdrbt 12 12
getrennt exponiert

ungeférbt mit Eosin gefirbt
g } 120 16

zusammen exponiert

20. I. Exposition von 1°/, Labldsung, 1°/,, Erythrosinlésung, getrennt
und 1°/, Lablésung gemeinsam mit 1°/, Erythrosinldsung dunkel und am

Tageslichte 6 Stunden.
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Lichtverh#ltnisse: trib, keine Sonne.

Lab | Lab
Milch Lab . nicht expon.
: exponiert | Kontroll)
ungefirbt . . . . . 12 12
nicht exponiert mit Erythrosin .gefnrbt } 16 15
ungefirbt getrennt exponiert
mit Erythrosin gefirbt } 5 18
susammen exponiert

IV. Versuch mit 12 Stunden aufbewahrter Lablésung.

21. I. Die am 20. I. 6 Stunden exponierten Idsungen werden iber
Nacht, ca. 12 Stunden, im Eisschrank aufvuewalirt und heute nochmals auf
ibre Wirksamkeit gepriift.

Milch Lab . nicht expon.
exponiert (Kontroll)
ungefirbt . . . . . 14 12
nicht exponiert mit Erythrosin gefdrbt } 18 15
ungefarbt getrennt aufbewahrt
mit Erythrosin gefirbt
100 22
zusammen aufbewahrt

V. Versuche mit Exposition der Lablésungen bei
Luftzutritt und Luftabschluls.

8. 1. Lab, ungefirbt und mit Eosin resp. Erythrosin gefarbt, wird
teils in Reagenzrbhrchen unter Luftzutritt, teils unter Luftabschlufs in ge-
schlossenen Glaszylindern nach Absaugen der Luft 4 Stunden exponiert.

Lichtverhaltnisse: Sonne, zeitweise tritbe.

Nicht exponierte Milch wird versetzt mit:

bei Luftzutritt | bei Luftabschl. | . R
Lab exponiert exponiert nicht exponiert
ungefiirbt . . . . . 10 . 10 10
i i Nach 120 Min. | 2
mit Eosin gefarbt . . Kopael Gle ﬂnm;\n‘ | 120 12
mit Erythrosin gefiirbt Nach 120 Min. 120 20

keine Gerinnung

6. II. Milch ungefarbt und mit Eosin resp. Erythrosin gefiarbt, wird
teils in offenen Glaszylindern unter Luftzutritt, teils unter Luftabschlufs in
geschlossenen Glaszylindern nach Absaugen der Luft 4 Stunden exponiert.

Lichtverhdltnisse : Sonne.

Archiv fiir Hyglene. Bd. LIV. 6
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Nicht exponiertes Tab wird zugefiigt:

Milch |Jl beie;;:)fg::: itt beielx‘;it:il;sr(:hl. nicht exponiert
i
ungefiarbt . . . . . 18 15 12
mit Eosin gefarbt . . 60 35 30
mit Erythrosin gefirbt 60 | 35 30

VI. Versuche unterder Eosin-resp. Erythrosinglocke.

30. I. Lab ungefirbt und mwit Eosin bzw. Erythrosin gefirbt, werden
teils unter der Eosin- resp. Erythrosinglocke, teils direkt am Tageslichte
3 Stunden exponiert.

Lichtverhiiltnisse : triib, keine Sonne.

Nicht exponierte Milch wird versetzt mit:

unter Eosin- |unter Erythr.| .. .
Lab hGlo cke exp. | Glocke exp. direkt exp. ! nicht exp.
| I
ungeftirbt . . . . ' 10 10 10 8
mit Eosin gefarbt . 15 40 10
mit Erythrosin gef. | 15 40 10

10. 1I. Wiederholung des obigen Versuches bei Exposition 4 S8tunden
am Sonnenlichte.

Nicht exponierte Milch wird versetzt mit:

unter Eosin- |unter Erythr.-| . :

Lab Glocke exp. | Glocke exp.} direkt exp. | nicht exp.
ungefarbt . . . . | 12 14 14 . 10
mit Eosin gefirbt . [ Nach 120 Min. Nach 120 Min, | 10

ierinnung beg. k. Gerinnung
mit Erythrosin gef. Nach 120 Min. | Nach 120 Min. 10
Gerinnung beg.| k. Gerinnung

Resiimee. Aus den mitgeteilten Versuchen ist ersichtlich,
dals die Wirksamkeit einer Lablosung durch Exposition am Lichte,
namentlich bei Zusatz von sensibilisierenden Farbstoffen, bedeutend
abgeschwiicht wird. Wihrend z. B. eine bestimmte Lablésung,
im Dunkeln aufbewahrt, die Gerinnung der Milch nach 8—10 Mi-
nuten bewirkte, war die Wirksamkeit einer am Lichte exponierten,
mit Eosin oder Erytbrosin gefiirbten Ldsung unter denselben Be-
dingungen um eine bis mehrere Stunden verzogert. Der Unterschied
zwischen nicht gefirbter und sensibilisierter Ldsung war bei der
Exposition auch hier sehr deutlich, noch grifser als zwischen der
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nicht exponierten und exponierten farblosen Labldsung, wihrend
zwischen der im Dunkeln aufbewahrten ungefarbten und der ge-
farbten Losung nur ein geringer Unterschied nachweisbar war.

Es wurde auch Milch der Einwirkung des Lichtes ausgesetat,
um festzustellen, ob die Gerinnungsféhigkeit derselben nach dem
Lichteinflufs verindert wird. Auch hier stellte sich hieraus, dafs,
wihrenddem die nicht exponierte gefarbte Milch ungefihr gleich
rasch zur Gerinnung gebracht wurde als die nicht gefirbte, die
mit Eosin resp. Erythrosin gefirbte Milch nach Exposition viel
langsamer gerinnt als die sensibilisierte, nicht exponierte.

Weitere Versuche sollten feststellen, ob durch getrennte Ex-
position und nachherige Vermengung von Farbstoff und Lab-
losung der Einflufs ein #hnlicher war. Es stellte sich aber heraus,
dafs die exponierte Eosinlésung auch hier nur dann wirkt, wenn
sie schon wihrend der Exposition mit dem Lab vermengt ist.

Wurde die exponierte Lablésung iiber Nacht aufbewahrt und
erst etwa 12 Stunden nach der Exposition nochmals auf ihre
Wirksamkeit gepriift, so waren die Resultate #hnlich lautend wie
inden gleich nach der Exposition vorgenommenen Untersuchungen,
so dals eine nachtriigliche Zunahme der Wirksamkeit einer ab-
geschwiichten Labldsung nicht angenommen werden kann.

Der Einflufs des Luftzutrittes bei der Abschwichung der
exponierten, sensibilisierten Lablgsung war auch hier nachweisbar,
obschon nicht so deutlich wie bei den friiher beschriebenen bak-
teriziden Versuchen und bei denjenigen auf Virulenzschw#chung.

Die Versuche unter der Eosin- und Erythrosinglocke ergaben,
dals ungeférbte Labldsungen, welche durch Eosin- oder Erythrosin-
licht belichtet wurden, nicht stiirker veridndert werden als unge-
farbte, dem direkten Lichte ausgesetzte Losungen. Die unter
Eosin- resp. Erythrosinglocke exponierten, sensibilisierten Lab-
l6sungen verhielten sich ungefihr wie die direkt exponierten ge-
farbten. Entsprechend der etwas schwiichern Lichtintensitiit war
auch hier die Abschwiichung der Wirksamkeit eine etwas geringere.
Aus unseren Versuchen geht hervor, dals das diffuse Tages-

licht, noch mehr aber das Sonnenlicht von schidigendem Einflufs
6.
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auf Wachstum und Virulenz pathogener Mikroorganismen (Strepto-
coccus pyogenes und Diphtheriebacillus), auf Tetanus- und
Diphtherietoxin sowie deren Antitoxine und auf Labferment ist.
Immerhin mufs hier hervorgehoben werden, dals die bakterizide
und die giftzerstorende Wirkung des Tages- bzw. Sonnenlichtes
bei der von uns gew#hlten Versuchsanordnung keine so starke
ist, wie héufig angenommen wird. Wiederholt konnten wir in
unseren in den Monaten Januar, Februar und Mai ausgefiihrten
Versuchen nachweisen, dafs trotz zweistiindiger Exposition am
Sonnenlichte Diphtheriebazillen und Streptokokken, Tetanus- und
Diphtherietoxine ihre Virulenz bzw. Giftigkeit noch nicht einge-
biifst hatten. In einigen Fillen konnte selbst nach 5—6 stiindiger
Exposition am Sonnenlicht weder die bakterientdtende noch
toxinzerstdrende Wirkung desselben nachgewiesen werden. Viel
schoeller und frappanter tritt diese Wirkung ein, wenn das zu
belichtende Medium vorher mit einer 19y, Eosin- oder Erythrosin-
l6sung, also einem sogenannten photodynamischen oder sensibi-
lisierenden Farbstoffe gefirbt wird. Wie Mettler gezeigt hat,
rufen auch geringere Konzentrationen dieser Farbstoffe diese
Wirkung hervor, es diirfen aber nicht beliebige Farbstoffe, sondern
eben nur sensibilisierende sein.

Aus weiteren Versuchen geht hervor, dafs Lichtstrahlen,
welche durch Rubinglas filtriert werden, also »rotes Lichte¢, keine
oder nur unbedeutende Wirkung auf Wachstum und Virulengz
pathogener Bakterien sowie auf Antitoxine hatten und zwar selbst
nach tagelanger Belichtung. Es blieb sich dabei ziemlich gleich,
ob die exponierte Fliissigkeit sensibilisiert war oder nicht. Die
Versuche erweitern die von Mettler angegebenen Resultate, in-
dem trotz stirkerer Belichtung und lingerer Expositionszeit
pathogene Mikroorganismen nicht nur nicht abgetdtet, sondern
auch in ihrer Virulenz in keiner Weise verdndert wurden. Wurde
das Licht in Versuchen mit Lab durch eine sensibilisierende Farb-
stofflosung filtriert, so liefs sich in der Wirkung gegeniiber dem
direkten Sonnenlicht kein deutlicher Unterschied konstatieren,
auch sensibilisierte Lablésungen wurden dadurch nicht mehr als
gewohnlich beeinflulst.
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Was die Erkldrungen der Lichtwirkung ohne und mit Sen-
sibilisation durch die verschiedenen Autoren anbelangt, so sind
dieselben in der Arbeit von Mettler beriicksichtigt.

Die neuesten Untersuchungen von Bie (!5) haben in Bestiti-
gung der Ansicht von Kruse (¥) ebenfalls ergeben, dals bei der
Lichtwirkung neben der Schiédigung durch gebildete schidliche
Stoffe wie Wasserstoffsuperoxyd die Lichtstrahlen an und fiir sich
schidlich wirken. Was die Wirkung der von Tappeiner als
photodynamische und von Dreyer als sensibilisierende bezeich-
neten Farbstoffe betrifft, so ist eine befriedigende Erklarung bis
jotzt nicht erbracht.

Unsere Untersuchungen haben die Resultate von Mettler
bestitigt, und wir kdnnen ebenfalls die Wirkung von Eosin und
von Erythrosin mit Busk (3), Tappeiner und andern als eine
Verstirkung der gewdhnlichen Lichtwirkung auffassen. In allen
unseren Versuchen konnten wir ebensowenig wie Mettler einen
qualitativen Unterschied in der Wirkung des Lichtes auf sensi-
bilisierte und auf nicht sensibilisierte Nihrbdden konstatieren,
sondern nur quantitative, graduelle.

Schlufsfolgerungen.

1. Die bakterizide Wirkung des Tages- baw. des Sonnen-
lichtes auf Bouillonkulturen oder Aufschwemmungen von
Streptococcus pyogenes und Diphtheriebazillen
ist eine geringe. Die Wirkung des Lichtes wird aber
bedeutend erhht, wenn den Fliissigkeiten geringe Mengen
(1%0) sensibilisierender Farbstoffe, Eosin oder Erythrosin
zugesetzt werden.

2. Das Tageslicht wirkt nicht nur schidigend auf die
Lebensfahigkeit, sondern auch auf die Virulenz
von Bakterien. Bei unserer Versuchsanordnung war auch
diese Wirkung trotz mehrstiindiger Expositionszeit keine
bedeutende. Wurden die exponierten Aufschwemmungen
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hingegen vorher mit Eosin oder Erythrosin gefirbt, so
war die virulenzschwichende Wirkung des Lichtes eine
viel stiirkere.

. Keimtétende und virulenzschwiichende Wirkung des

Lichtes gehen Hand in Hand; immerhin konnte wieder-
holt beobachtet werden, dafs exponierte, sensibilisierte
Kulturen nicht mehr virulent waren, obschon dieselben
noch entwicklungsfahige Mikroorganismen enthielten.

Ahnlich wie gegeniiber virulenten Kulturen war die gift-
zerstorende Wirkung des Tageslichtes gegeniiber unge-
farbtem Diphtherie- und Tetanustoxin eine be-
schriinkte, wihrenddem sensibilisierte Giftldsungen in
ziemlich kurszer Zeit ihre Giftigkeit fiir Versuchstiere ein-
biifsten. Die sensibilisierenden Antitoxine von Diph-
therie und Tetanus verloren am Lichte ebenfalls bald
ihre spezifischen Eigenschaften.

Labferment biifst nach mehrstiindiger Exposition am
Tageslicht nur wenig von seiner milchgerinnenden Eigen-
schaft ein; wird die Lablésung mit Eosin oder Ery-
throsin versetzt, so tritt nach kurzer Belichtung eine
deutliche Verlangsamung der Gerinnung ein.

. Wird das Tageslicht durch Rubinglas filtriert, so ist

die bakterientitende sowohl wie die giftzerstérende Wir-
kung auch bei mehrtigiger Exposition kaum nachweisbar;
die sensibilisierten Losungen werden ebenso wenig be-
einflufst als die nicht gefirbten. Die geringen Unter-
schiede lassen sich wohl auf eine auch wihrend der
Exposition im Dunkeln wahrzunehmende chemische Ein-
wirkung des betreffenden Farbstoffes zuriickfithren. Das
von uns gepriifte »Rote Lichte hat also weder eine
bakterizide noch eine giftzerstérende Wirkung gezeigt.

Das durch verdiinnte Eosin- bzw. Erythrosinlésungen
filtrierte Licht wirkt auf ungefirbte und auf sensibili-
sierte Fliissigkeiten nicht intensiver als das Tageslicht;
die Wirkung des unverinderten Tageslichtes
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war vielmehr stets kr#ftiger als die Wirkung des
durch einen sensibilisierenden Farbstoff filtrierten.

8. Die schédigende Wirkung des Lichtes ist viel stirker
bei Luftzutritt als unter Luftabschlufs. Dies gilt
auch fiir die mit photodynamischen Farbstoffen gefirbten
Loésungen; wurden sensibilisierte Aufschwemmungen von
Bakterien oder Lsungen von Labferment bei Luft-
abschlufs am Licht exponiert, so war die Schidigung
derselben nicht starker als in den #hnlich exponierten
nicht gefirbten Loésungen.

Zum Schlusse sei es mir gestattet, Herrn Privatdozent
Dr. W. Silberschmidt, Vorstand der bakteriologischen Ab-
teilung am Hygiene-Institut fiir die Anregung zu der vor-
liegenden Arbeit und fiir die Unterstiitzung bei der Ausfiilhrung
derselben bestens zu danken.
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Weitere Versuche mit Farbstoffen etc. Von Dr. Ilans Huber.
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Vernichtung der Bakterien im Wasser durch Protozoen.

Von
Dr. Otto Huntemiiller

aus Hoya a. d. Weser.

(Mit Tafel L)

Professor Emmerich und Dr. Gemiind hatten die Be-
obachtung gemacht, dafs sich Typhusbazillen, die in grofser An-
zahl im Mangfall-Leitungswasser ausgesiit waren, nach einigen
Tagen darin nicht mehr durch die Kultur nachweisen liefsen,
wihrend der Nachweis in sterilem Wasser noch nach léngerer
Zeit gelang. Da die chemische Zusammensetzung des Wassers
in beiden Fallen so ziemlich die gleiche war, konnte hierdurch
das verschiedene Verhalten der Bakterien im Wasser nicht er-
klirt werden. In dem nicht sterilisierten Wasser fanden sich
nach diesen Versuchen sehr wenig Keime, nur 8 bis 10 pro cem,
so dafs auch diese die Vernichtung der Typhusbazillen nicht
verursacht haben konnten. Dagegen war in dem nicht sterilisierten
Wasser eine grofse Menge Protozoen nachweisbar, wihrend das
sterilisierte natiirlich frei davon war.

Aus diesen Beobachtungen glaubte Professor Emmerich
die Abnahme der Typhusbakterien im Wasser auf die Titigkeit
der Protozoen zuriickfilhren zu diirfen. Es gelang ihm auch
durch die von Giemsa fiir die Malariaplasmodien vor-
geschlagene F#rbungsmethode Bazillen in den Protozoen, und
zwar waren letztere Flagellaten, nachzuweisen, auch konnte er
die Bakterien in verschiedenen Stadien der Aufldsung im
Flagellatenkdrper sehen.

Archiv fir Hygiene. Bd. LIV. 7
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Auf seine Veranlassung und unter seiner giitigen Beihilfe
befalste ich mich n#her mit diesen Beobachtungen.

Die Versuche wurden mit den verschiedensten Wissern und,
wenn nicht besonders erwihnt, in diffusem Tageslicht bei Zimmer-
temperatur angestellt. Die Wasserentnahme geschah in sterilem
Glase, das halbgefiillt etwa 100 ccm fafste. Zum Vergleich
wurde meist ein Versuch mit sterilem oder keimfrei filtriertem
Wasser, d. h. Wasser, in dem keine Flagellaten waren, gemacht.

In allen Brunnen, Flissen und Quellen, die wir untersuchten,
ja selbst wenn sie erst gerade aus dem Boden herauskamen,
liefsen sich Protozoen nachweisen, und zwar sind es in den
reinen Wissern, z. B. dem Mangfallwasser (dem Minchener
Trinkwasser) Wasser aus einem Brunnen bei Schéftlarn etc., haupt-
siichlich die beiden Flagellatenarten Bodo ovatus und Bodo
saltans, und unter diesen wieder besonders der erste.

Mangfallwasser am 6. 5. 04 zu je 3,0, 2,0, 1,0 und 0,5 ccm
in sterilisiertem Reagensglase mit einer grofsen Anzahl Typhus-
bazillen versetzt, enthielt am 16. 5. in allen Proben reichlich
diese beiden Arten. Ja, in 0,05 ccm Mangfallwasser liefsen sich
auf diese Weise Flagellaten nachweisen, wihrend in sterilem,
auf gleiche Weise beschicktem Wasser keine Flagellaten ent-
halten waren, so dals also in 0,05 ccm Mangfallwasser mindestens
ein Flagellat oder eine Spore vorhanden sein mufste. Auf
1 cem Mangfallwasser treffen somit im Sommer wenigstens
20 Flagellaten.

Als Bakterienmaterial diente meist eine frische, 24 Stunden
bei 37° auf Agar gewachsene Typhuskultur, doch wurden auch
Versuche mit anderen Bakterien gemacht.

Alle diese Versuche ergaben dasselbe Resultat, nach 2 bis
3mal 24 Stunden waren die Typhusbazillen aus dem Wasser
nahezu verschwunden, wenigstens so, dals sie sich durch das
gewdhnliche Gelatine-Plattenverfahren nicht mehr nachweisen
liefsen. _

Die Zahl der Flagellaten hatte dagegen ganz bedeutend
zugenommen.
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Sehr interessant ist auch das Verhalten der Wasserbakterien.
Diese nahmen, solange die Flagellaten an den eingeséiten Typhus-
bazillen reichlich Nahrung fanden, bestiindig zu, doch vom dritten
Tage an wieder stetig ab und waren am vierten Tage bedeutend
weniger vorhanden als bei Beginn des Versuchs, da sie den
stark vermehrten Flagellaten jetzt leichter zur Beute fielen.

Versuch vom 6. V., 1804.

a) Das Wasser aus dem Brunnen des hygienischen Instituts hatte am
6. V. eine Keimzahl von 6930 pro 0,05 ccm (gezihlt nach 48 Stunden), also
in 1 ccm 138600 Wasserbakterien und eine ziemliche Menge von Flagellaten,
Infusorien und anderen Protozoen.

Von diesem Wasser werden 100 ccm mit einer (Jse einer frischen
Typhusagarkultur versetzt und wiederholt umgeschittelt, um das Bakterien.
material gut zu verteilen. Davon wird sofort eine Ose, die etwa 0,006 ccm
fafst, zu einer Gelatineplatte ausgegossen. Diese Platte, die 24 Stunden bei
22° im Warmeschrank gestanden hat, ergibt am:

7. V. . . . 176400 Kolonien pro Platte
nach 24 8td. 20070 > > >
» 224 » 360 > > »

Unter diesen 360 Kolonien waren nur noch einige wenige, welche
typhusbazillenverdichtiges Aussehen hatten.

b) am 7. V. wird der Versuch mit Wasser aus dem Brunnen des
hygienischen Instituts wiederholt, nach Zusatz einer (Jse einer 24 Stunden
bei 36° gewachsenen Typhusagarkultur und kriftigem Umschiitteln werden
drei Osen des infizierten Wassers zu einer Gelatineplatte ausgegossen, auf
dieser wachsen in 24 Stunden bei 22° im

Warmeschrank . . . . . . . . . 214200 Kolonien
aus 3 Osen nach 24 8td. . . . . . 20340 >
> b > > 48 » . . . . .. 7200 >

Eine Identifizierung der wenigen, nach 48 Stunden vorhandenen typhus-
bazillen#hnlichen Kolonien wurde nicht ausgeftihrt.

Versuch vom 12. V. 1804.

Wassger aus einem Brunnen in der Nihe des Bavariadenkmals enthilt
in 0,01 ccm 2700 Wasserbakterien. Zu 100 ccm werden drei (Jsen einer
frischen Typhusagarkultur gesetzt und hiervon nach mehrmaligem Um-
schitteln fanf Osen & 0,005 ccm zu einer Gelatineplatte ausgegossen. Es
wachsen auf der wie im vorigen Versuch

behandelten Platte . . . . . . . 261000 Kolonien
aus b Osen nach 20 8td. . . . . . 195300 ’

> b o > 46 » .. . . . 135000 >

> b » >» 68 » e e e 8280 >

darunter sehr wenig typhusbazillen#hnliche Kolonien.
7.
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Versuch vom 19. V. 1904,

Mtnchener Leitungswasser (Mangfallwasser) enthdlt am 19. V. in
1 ccm 4 Kolonien des Bac. fluorescens liquefaciens. Hiervon werden 100 ccm
mit drei Osen einer frischen Typhusagarkultur versetzt und nach gutem
Umschitteln drei Osen zu einer Platte ausgegossen. Es ergeben sich

gofort . . . . . . . . . . . . 151200 Kolonien
aus 3 Osen nach 24 Std. . . . . . bB6700 »
> 3 » » 48 » e .. . 16200 >

Werden von diesen letzteren alle verdichtigen Kolonien als Typhus-
basgillen gezihlt, 80 ergeben sich 2430 Typhusbazillenkolonien.

Waren in einem Wasser schon an und fiir sich viele Flagel-
laten enthalten, so lafst sich schon nach einer Stunde eine deut-
liche Abnahme der eingesiiten Typhusbazillen konstatieren, withrend
Typhusbazillen im sterilen Wasser nach dieser kurzen Zeit sogar
bfters etwas zugenommen hatten. Dies letztere erkldrt sich
daraus, dals viele Bakterien der Agarkultur in Teilung begriffen
waren, als sie ins Wasser verimpft wurden, in welchem sich
alsdann die Teilung in der ersten Stunde noch vollstindig voll-
zog. Stellte man n#imlich eine starke Suspension von Typhus-
bazillen in einigen Kubikzentimetern sterilen Wassers her, liefs
diese etwa 1 Stunde stehen und verimpfte hiervon, so fand keine
Vermebrung statt.

Versuche vom 20. VI. 1904.

a) Wasser aus dem Brunnen des hygienischen Instituts wird mit einer
Ose einer frischen Typhusagarkultur versetzt. Die aus drei sen gegossene
Platte ergibt

gofort . . . . . . . . . . . . 199350 Kolonien
nach 1 8td. . . . . . . . . . . 148680 >
b) Ein am selben Tage wiederholter zweiter Versuch ergibt aus drei Osen
gofort . . . . . . . . . . . . 124830 Kolonien
nach 1 8td. . . . . . . . . . . 81900 >

Versuche vom 21. VI. 1804,

a) Wasser aus dem Brunnen des hygienischen Instituts, auf dieselbe
Weise wie in den vorigen Versuchen mit Typhuskeimen versetzt, ergibt
aus drei Osen

sofort . . . . . . . . . . . . 241650 Kolonien
nach 1 8td. . . . . . . . . . . 140598 >
pro Platte.
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b) Im strdmenden Dampf sterilisiertes Wasser aus dem Brunnen
des Instituts wird gleichfalls mit Typhusbazillen versetzt und enthilt in
drei Osen

sofort . . . . . . . . . . 134900 Typhuskeime
nach 1 8td. . . . . . . . . 201600 >

Versuch vom 22. VI. 1904,

s) 100 ccm Wasger aus dem Instituts-Brunnen wird mit fanf Osen
einer Aufschwemmung in 2 ccm sterilem Wassers einer frischen Agartyphus-
bazillenkultur versetzt, die eine Stunde lang gestanden hat. Aus drei Osen

ergeben sich
gofot . . . . . . . . . . . . 64350 Kolonien
nach 1 8td. . . . . .. . 43497 »

b) 100 ccm sterilisiertes Wasser aus dem Institntsbrunnen wie bei a)
behandelt ergibt

sofort . . . . . . . . . . b0103 Typhuskolonien
nach 18 . . . . . . . . 5287 >

> 48 » . . . . . . . . 11700 >

» 11 x248td. . . . . . . 387 >

Der folgende Versuch zeigt, dafs auch die Wasserbakterien
ebenso schnell wie die Typhusbazillen von den Protozoen ge-
fressen werden.

Am 22. VI. werden zu Wasser aus dem Institutsbrunnen drei Osen
einer frischen, 24 Stunden bei 87° auf Agar gewachsenen Kultur des Bacillus
fluorescens liquefaciens gesetzt und hiervon drei Osen zu einer Gelatine-
platte ausgegossen; man erhilt auf der Platte

sofot . . . . . . . . . . . . 352000 Kolonien
nach 18td. . . . . . . . . . . 264600 >
» 24 > . .. .. .. ... 11160 >

Versuch vom 20. VI. 1904.

Aus dem Institutsbrunnen werden drei (Jsen in ein Bouillonrshrchen
verimpft und dieses 24 Stunden bei 37° im Wirmeschrank stehen lassen.
Von dieser Bouillonkultur, in der sich die Wasserbakterien withrend dieser
Zeit sehr reichlich vermehrt hatten, werden drei Osen zu ca. 100 cbm
Wasser aus dem Brunnen des hygienischen Instituts gesetzt. Auf der sofort
nach der Einsaat aus 3 Osen gegossenen Gelatineplatte wachsen

sofort . . . . . . . . . . . . 26038 Kolonien
nach 18td. . . . . . . . . . . 2363% >

> 24 > .. . .. L. ... 24930 >

> 48 > . . . L. ... 2160 >

Die Temperatur spielt bei der Vernichtung der Bakterien
auch eine Rolle; nach meinen bisherigen Versuchen scheint
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26—30° C das Optimum fir die Entwicklung und Frels-
titigkeit der Protozoen zu sein. Auch das Licht scheint einen
Einflufs hierbei auszuiiben, doch sind die Versuche hieriiber noch
nicht abgeschlossen.

Versuch vom 24. VI. 1904.

a) Wasser aus dem Imstitutsbrunnen wird mit einer frischen Typhus-
kultur versetzt und bei 26° C im Warmeschrank gehalten.
Aus drei Osen wachsen

sofort . . . . . . . . 428400 Kolonien gezihlt
nach 1Std. . . . . . 340000 > nach
» 24 > ... .. 79200 » 48 Std.

nach 48 Stunden Platte fast steril, Typhusbazillen nicht mehr nachweisbar.

b) Steriles Wasser aus dem Institutsbrunnen wie, bei a behandelt, ergibt
aus drei Osen

sofort . . . . . . . . 815000 Kolonien

nach 18td. . . . . . 331794 > gezihlt
> 24 > ... . . 235980 > nach

Ly 44X 248td. . . . 1084 > 48 8td.
» 1424 > . . . 840 )

nach 20 X 24 Stunden Platte steril.

Wiahrend die Abnahme der Bakterien nach 1 Stunde sehr
betriichtlich ist, ist sie nach der zweiten Stunde nur gering. Dies
erklirt sich daraus, dals die Flagellaten sich in der ersten Stunde
vollgefressen haben und in der zweiten Stunde verdauen, wie ich
dies wiederholt unter dem Mikroskop beobachten konnte.

Versuch vom 26. V1. 1804.

a) Mit Typhuskeimen versetztes Wasser aus dem Institutsbrunnen wird
bei 30° C im Warmeschrank gehalten; aus drei Osen wachsen

sofort . . . . . . . . 163776 Kolonien

nach 18td. . . . . . 102960 > gozithlt
> 2 > coe ... 104994 > nach
> 4 > . . . . . 8797 » 48 Std.
> 24 > ., . . . 8393 >

nach 48 Stunden Platte bleibt fast steril.

b) Derselbe Versuch mit sterilisiertem Wasser aus dem Institutsbrunnen
aus drei Osen

sofort . . . . . . . . 195075 Kolonien
nach 18td. . . . . . 203180 >
> 24 > . . . . . 128180 > gezihlt
> 2% 24 Std. . . . 108420 nach
» 424 > . . . 59580 > 48 Std.
» 13 X24 » PN 2970 >
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nach 19 X 24 Stunden Platte fast steril, nach 28 X 24 Stunden werden
10 Osen in Bouillon 0bertragen; bei 37° C im Wirmeschrank entwickeln sich
Typhusbazillen.

Verimpft man eine geringere Zahl Typhuskeime ins Wasser,
8o nehmen auch die Flagellaten nicht in dem Malse zu, als wie.
bei grofserer Aussaat, auch spielt hierbei die Menge der schon.
vor dem Versuch im Wasser befindlichen Flagellaten eine Rolle;
da die Bazillen bei der geringen Anzahl der Flagellaten den
Nachstellungen derselben eher entgehen, so kdnnen sie sich auch
langer im Wasser erhalten.

Am 7. VII. wird zu Mangfallwasser eine Ose einer Auf-
schwemmung einer frischen Typhusbazillenkultur in steriles
Wasser gesetzt. Auf der sofort aus 3 Osen gegossenen Gelatine-
platte wachsen 45000 Kolonien. Die Anzahl der Flagellaten ist
nach 24 Stunden nicht sehr betrichtlich vermehrt. Am 17. VII.
werden 10 Osen in ein Bouillonrshrchen verimpft und dies
14 Stunden bei 37° C im Warmeschrank gehalten. Von dieser
Bouillonkultur werden 3 Osen zu 3 Gelatineplatten verarbeitet.
Auf Platte 3. wachsen neben vielen Wasserbakterien auch einige
Typhuskolonien, die in Bouillon {iberimpft und nach 24 stiindigem
Wachstum bei 37° C durch die Agglutination als Typhus er-
wiesen werden.

Ebenso liefsen sich in einem zweiten, am gleichen Tage mit
Mangfallwasser angestellten Versuch, der nach der Einsaat 35010
Kolonien in 3 Osen enthielt, nach 10 Tagen Typhusbazillen
durch die Agglutination nachweisen.

Aus zwei anderen Proben, die am 11. VII. mit einer grofsen
Anzahl Typhuskeime versetzt wurden, und von denen die eine
in 3 Osen sofort nach der Aussaat 225000, die andere 405000
Keime enthielt, liefsen sich auf die oben angefiihrte Weise nach
6 Tagen Typhusbazillen durch die Agglutination nachweisen.

Alle diese Versuche geben dasselbe Resultat; die in grofser
Zahl ins Wasser verimpften Typhuskeime werden durch die
Protozoen in wenigen Tagen vernichtet oder wenigstens so.
dezimiert, dals sie nur noch schwer im Wasser nachzuweisen
sind. Die Flagellaten haben sich wihrend dieser Zeit ganz
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bedeutend vermehrt und nehmen erst allm#hlich wieder bis auf
ihren fritheren Bestand ab. Uber ihre Zahl genaue Angaben zu
machen, ist jedoch nicht mdglich.

Im zweiten Hefte des 52. Bandes des Archiv fiir Hygiene,
8. 208, verdffentlicht Dr. W. Hoffmann Untersuchungen aus
dem hygienischen Institut zu Berlin: iiber die Lebensdauer der
Typhusbazillen im Aquariumwasser, welche im wesentlichen die-
selben Resultate ergaben wie die meinigen.

Am 10. November 1904 hatte er eine Typhusaufschwemmung
in ein Aquarium gegossen. Gleich nach der Aussaat fanden sich
336416 Typhuskeime pro 1 ccm Aquariumwasser mit 59 590 Wasser-
keimen. Am 13. Mai, also nach etwa dreimal 24 Stunden, wurden
von der Oberfliche des Wassers an verschiedenen Stellen 4 Osen
entnommen und auf Drigalski-Conradi-Platten ausgestrichen.
Hieraus wuchsen bis zum ni#ichsten Tage zwei verdidchtige Kolo-
nien, von denen nur die eine durch die Agglutination als Typhus-
kolonie festgestellt wurde. Nehmen wir an, dafs die Ose, wie
die unsere, etwa 0,005 cecm falste, so fand sich also in 0,02 ccm
nach dreimal 24 Stunden ein Keim, in 1 cem 50 Keime. Also hatten
die Typhusbazillen nach diesem Versuche innerhalb dreimal
24 Stunden in einem Kubikzentimeter von 336416 auf 50 abge-
nommen. Am 18. Mai, also nach fiinfmal 24 Stunden, liefsen sich
auf diese Weise keine Typhuskeime mehr nachweisen. Auch die
Wasserbakterien hatten am 31. Mai von anfangs 59590 auf 900
abgenommen und betrugen am 11. Juli 1518 pro ccm. Ein Be-
fund, der mit dem meinen gleichfalls iibereinstimmt.

Hitte Herr Dr. Hoffmann auch dem Verhalten der Pro-
tozoen Beachtung geschenkt, so wiirde er ihre Zahl in den ersten
Tagen, solange sie reichlicheres Futter hatten, bedeutend vermehrt
gefunden haben, alsdann wiiren sie erst allm#hlich zu ihrem
alten Bestande bei Beginn des Versuchs wieder herabgesunken.
Er wiirde also auch in diesem Punkte zu demselben Resultat
gekommen sein wie ich:

Dafs sich durch das Anreicherungsverfahren am 19. Mai
aus 45 ccm Aquariumwasser und am 7. Juni aus 90 cem noch
Typhusbazillen nachweisen liefsen, ist nichts Ungewthnliches und
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stimmt auch mit meinen Beobachtungen iiberein. Siehe Ver-
suche vom 7. und 11. Juli.

Ob aber die Typhuskeime in dieser Verdiinnung eine In-
fektion veranlassen konnen, das erscheint mir sehr zweifelhaft,
zumal auch die Selbstinfektionsversuche von v. Pettenkofer
und Emmeric h dafiir sprechen, dafs Infektionen vom Intestinal-
traktus aus in der Regel nur durch Zufuhr grdfserer Mengen
pathogener Bakterien zustande kommen.

Wenn aus den obigen Versuchen schon hervorgeht, dafs
die Abnahme der Typhuskeime im Wasser durch die T#tigkeit
der Protozoen bedingt ist, so wird dies durch die mikroskopische
Untersuchung aufser allen Zweifel gestellt.

Da bei Trockenpriiparaten der Protozoenkdrper nicht intakt
bleibt, und nicht die verschiedenen Stadien der Bakterienaufnahme
und Verdauung sich verfolgen lassen, so versuchte ich, die Beob-
achtungen an lebenden Protozoen zu machen. Das Priparat
im hingenden Tropfen war hierzu nicht brauchbar, da die tiefer
liegenden Schichten, in denen sich die Protozoen meist aufhielten,
unter dem Mikroskop bei starker Vergréfserung nicht einzustellen
waren und die schnell beweglichen Protozoen leicht aus der ein-
gestellten Ebene verschwanden. Ich versah daher ein Deck-
glischen an den vier Ecken mit kleinen Wachsfiifsen, wie es
bei zoologischen Untersuchungen iblich ist, deckte dieses iiber
den auf dem Objekttriiger befindlichen protozoenhaltigen Wasser-
tropfen und konnte durch Abschmelzen der Wachsfiifschen mit
einem erwirmten Glasstabe oder einer Platindse den Tropfen in
einer ganz diinnen Schicht ausbreiten, ohne dafs die Protozoen
hierdurch beschidigt wurden. Sie schwammen sehr lebhaft im
Priparat umher und konnten jetzt auch bei starker Vergrdlserung
unter dem Mikroskop bequem beobachtet werden. Z ei s’ homogene
Immersion:

Brennweite 3,0 mm
Kompensationsokular 12 »
Tubuslinge 160 »

Diese Methode hatte aber noch weitere Vorteile. Der Sauer-
stoff der Luft hatte zum Tropfen stets Zutritt, das verdunstete
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Wasser lafst sich leicht ersetzen, und der Zusatz der Bakterien
konnte bequem zu jeder Zeit erfolgen, so dals man den Vor-
gang bei ihrer Vernichtung durch die Protozoen von Anfang an
beobachten konnte.

Das Protozoenmaterial war unschwer zu erhalten. Zu einigen
Kubikzentimetern eines an Protozoen reichen Wassers setzte ich
im Reagenzglase so viel frische Typhuskeime, bis eine deutliche
Triibung auftrat, wartete nun einige Tage, bis diese Triibung
wieder verschwunden war und hatte jetzt in dem Wasser
eine grofse Zahl von Flagellaten und Infusorien. Aus Mang-
fallwasser konnte ich auf diese Weise nur die beiden Flagel-
latenarten, Bodo ovatus und Bodo saltans (bestimmt von Herrn
Dr. Doflein) ziichten. Im Wasser aus der Ruhr, das acht
Monate lang gestanden hatte, in welchem sich mikroskopisch
keine Protozoen mehr auffinden liefsen, konnte man nach Ein-
saat von Typhusbazillen eine reichliche Menge von Protozoen
nachweisen. Beim Wasser aus dem Brunnen des hygienischen
Instituts, das seit dem 23.Juli 1904 im Dunkeln gestanden und
in dem sich die Flagellaten auf Zusatz von Typhusbazillen
reichlich vermehrt hatten, fanden sich am 17. Februar dieses Jahres
bei mikroskopischer Untersuchung keine beweglichen Flagellaten,
dagegen viele Sporen, die sich unter dem Mikroskop auf Zusatz
von Typhusbazillen zu Flagellaten entwickelten.

Nach einigen Tagen, wihrend welcher Zeit die Probe am
Lichte gestanden hatte, liefsen sich in dem Wasser auch ohne
Bakterienzusatz Protozoen nachweisen, doch waren diese sehr
wenig beweglich und picht grofser als die Sporen, hatten aber deut-
liche Geifseln und kontraktile Vakuolen. Auf Zusatz von Typhus-
bazillen wurden die Bewegungen sofort lebhafter und nach einiger
Zeit hatten sie die gewdhnliche Grifse der Flagellaten erlangt.

Da die Beobachtung des ungeférbten Priparates schwierig war,
obwohl ich schon hier sehen konnte, wie die Bakterien von den
Flagellaten aufgenommen wurden, so suchte ich durch verschiedene
Fiarbungen diese Schwierigkeit zu heben, doch die Protozoen wurden
durch die Farbstoffe, selbst in geringer Konzentration, getdtet. Ich
versuchte daher, die Bakterien zu férben, und es gelang mir, ein
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Verfahren zu finden, bei welchem die Eigenbewegung der Bak-
terien nicht beeintriichtigt wurde. FEine Ose Agarkultur von
Typhusbazillen mit lebhafter Eigenbewegung wird auf einen Ob-
jekttriiger gebracht, und hierzu, ohne das Material weiter zu
verreiben, ein Tropfen einer starken, wifsrigen Methylenblau-
lssung gesetzt. Den Farbstoff lasse ich unter leichtem Er-
wirmen {iber der Flamme etwa 10 Minuten einwirken; damit
die Bazillen nicht eintrocknen, setze ich mit der Platindse ein
oder zwei Wassertropfen hinzu und rithre zugleich gut um.
Dann iibertrage ich die mit gefiirbtem Bakterienmaterial beladene
Ose in einen zweiten Tropfen und von da in einen dritten ete.,
bis sich der letzte Tropfen nur mehr schwach blau firbt. Dieser
enthilt dann noch eine gentigend grofse Menge Typhuskeime,
die man ruhig dem die Protozoen enthaltenden Priparat zusetzen
kann, ohne beftirchten zu miissen, dafs diese absterben. Die
Protozoen verhalten sich beim Ergreifen der Bakterien verschieden.
Einige Arten, wie namentlich Bodo saltans, erjagen ihre Beute
im Herumschwirmen und eignen sich daher nicht so gut zur
Beobachtung. Der Bodo ovatus liegt meist withrend der Frefs-
und Verdauungsperiode still, und man kann an 1hm da.her dlese
Vorginge sehr gut und fortdauernd beobachten. ¢ 3 SEISTE
Die folgenden Untersuchungen sind am Bodo ovatus ge-
macht, der sich in jedem von uns untersuchten Wasser fand
und auf Bakterienzusatz besonders stark vermehrte. Gleich nach
dem Zusatz werden die nach der vorhin angegebenen Methode
geftirbten Typhusbazillen durch die Geifseln des Flagellats her-
beigestrudelt. Nach wenigen Minuten siebt man, wie ein Ba-
zillus von dem Protoplasma umtlossen wird und sich jetzt am
Rande desselben in einer Nahrungsvakuole befindet. Bald folgt
ihm ein zweiter und sofort. Bei reichlichem Bakterienzusatz
kann man nach einer halben bis ganzen Stunde den Flagel-
laten mit Bazillen ganz vollgefressen sehen. Dieser hort jetzt
mit der Bakterienaufnahme fiir eine lingere Zeit auf und liegt
ruhig, er verdaut. Erst nach etwa einer halben Stunde kommt
wieder mehr Bewegung in ihn, er streckt sich in die Linge, um
dann, nachdem er seine alte Gestalt wieder angenommen hat,
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im Wasser umher zu schwimmen. Von da ab ist die weitere
Beobachtung schwierig.

Den Verdauungsvorgang beobachtet man am besten, wenn
man eine geringere Bakterienzahl zugesetzt hat, alsdann kann
man die verschiedenen Stadien von der Aufnabhme bis zur
volligen Auflssung der Bakterien verfolgen. Zuerst sieht man
den Bazillus, wie schon oben gesagt, am Rande des Flagellaten-
kdrpers in einer Nahrungsvakuole in heftiger Bewegung. Er
sucht aus dem ihn umschliefsenden Protoplasma wieder los zu
kommen, und manchmal gelingt es ihm auch, besonders wenn
die Flagellaten durch lingeres Verweilen im Priéparat nicht mehr
so lebensfihig sind. Meist jedoch riickt die Vakuole mit dem
Bazillus mehr in die Mitte des Protoplasmas vor und vereinigt
sich mit anderen, die auch noch bewegliche Bakterien enthalten.
Die Bewegungen derselben dauern noch zehn Minuten an,
werden allm#hlich schwicher und horen dann ganz auf; jetzt
beginnen die eingeschlossenen Bakterien nach und nach zu
zerfallon, die Zerfallprodukte fliefsen zusammen und nach
einiger Zeit sind auch die letzten Reste von ihnen verschwunden.
Auch das Methylenblau scheint chemisch verindert zu werden,
denn die Flagellaten, die mit blaugefirbten Bakterien férmlich
vollgepfropft waren, haben nach der Verdauung derselben ihr
urspriingliches Aussehen wieder bekommen und sind nicht blau
gefarbt. Diese Beobachtungen kann man, wenn man das ver-
dunstete Wasser des Priparats von Zeit zu Zeit durch frisches
ersetzt, lingere Zeit ausdehnen (man setzt am besten von dem
Protozoen haltenden Wasser zu, da man auf diese Weise wieder
neue lebenskriftige Individuen im Priéparat bekommt).

Durch diese Versuche und mikroskopische Befunde ist es
wohl iber allen Zweifel festgestellt, dafs die Vernichtung der
Typhuskeime im Wasser nicht durch das Uberwuchern und die
Konkurrenz der Wasserbakterien, sondern hauptsiichlich auf die
Titigkeit der Protozoen zuriickzufiihren ist.

Ob und welchen Einflufs hierbei Licht und Osmose ausiiben,
soll noch n#her untersucht werden.



Uber den Gewichtsverlust des Fischfleisches beim
Diinsten.

Von

Dr. Friedrich Peters,

Assistenten des Institutes.

(Aus den Hygienischen Instituten der Universitat Berlin. Direktor: Geh.
Medizinalrat Prof. Dr. M. Rubner.)

Die meisten uns vorliegenden Analysen von Nahrungsmitteln
betreffen die Zusammensetzung der Rohmaterialien. Von diesen
Angaben ausgehend, schliefst man bei di#tetischen Mafsnahmen
und Untersuchungen auf dem Gebiete der Erni#hrungslehre dann
zumeist auf die Zusammensetzung und den Wert der zugefiihrten
Nahrung. Doch geniigt, wie Rubner in seiner Physiologie der
Nahrung und Ernabrung?!) betont, die Betrachtung der Roh-
materialien nicht als Basis fiir die Ern#hrungslehre, denn die
Nahrungsmittel werden bei ihrer Zubereitung mehr oder minder
veriindert. Der Faktor, welcher dabei fast stets in Anwendung
kommt, ist das Erwirmen; den Einflufs desselben hat Rubner
nach verschiedenen Richtungen teils selbst, teils durch seine
Schiiler untersucht. So fand Nothwang?), dafs bei der durch
die Wirme hervorgerufenen Verinderung aus dem Fleische neben
dem Wasser und Salzen Extraktivstoff und etwas Eiweils aus-
tritt. Den so eintretenden Eiweilsverlust studierte weiterhin ein-
gehender fiir verschiedene Fleischarten von S#ugetieren Ferratis).

1) v. Leyden, Handbuch, 2. Aufl,, 1.

2) Dieses Archiv, Bd. XVIII, S. 80.
3) Dieses Archiv, Bd. XIX, S. 317.



102 Uber den Gewichtaverlust des Fischfleisches beim Dtinsten.

Da nun schon nach den alltiglichen Erfahrungen in der Kiiche
Fischfleisch sich beim Erwirmen hinsichtlich der Gewichts-
abnahme etwas anders zu verbalten scheint als Rindfleisch oder das
Fleisch von anderen S#ugetieren, so forderte mein hochverehrter
Chef, Herr Geheimrat Rubner, mich auf, die Gewichtsabnahme
von Fischfleisch zu studieren. Fiir die Anregung zu diesen Unter-
suchungen spreche ich ihm an dieser Stelle meinen verbindlichsten
Dank aus. ’

Die Gewichtsabnahme interessiert uns nicht so sebr hin-
sichtlich der Qualitit, als vielmehr wegen der Quantitiit, und zwar
aus folgendem Grunde: Was verloren geht, ist grdfstenteils
Wasser, welches durch die bei der Koagulation des Eiweilses
eintretende Schrumpfung unter betrichtlichem Drucke ausgeprefst
wird; die zuriickbleibende Masse wird also reicher an Trocken-
substanz. Je reicher so das Fleisch an Trockensubstanz wird,
desto mehr geronnenes Eiweils wird sich in dem Fleische finden
und desto zahlreicher die in einem bestimmten Volumen ent-
haltenen Muskelfibrillen sein. Sie werden enger aneinander ge-
riickt sein und zugleich z#her, so dafs der den Kauwerkzeugen
sich entgegenstellende Widerstand erhdht ist. Die Kaubarkeit
hat aber auch zweifellos einen bestimmenden Einfluls auf die
Schmackhaftigkeit einer Fleischsorte. Freilich h#ngt dieselbe
noch von anderen Faktoren ab, aber die Gewichtsabnahme gibt
uns doch einen Malsstab. Und auch ein zweiter Punkt ist zu
beriicksichtigen. Wir kdnnen wohl annehmen, dafs Speisen, die
den Kauwerkzeugen keine so grofse Arbeitsleistung auferlegen,
besser zerkleinert werden; es wird daher bei ihnen weniger leicht
die Gefahr eintreten, dafs grobere Stiicke in den Darmkanal
gelangen, die dann nicht verdaut werden. Also auch die Aus-
nutzung wird in Beziehung treten konnen zu der Gewichtsab-
nahme. Allerdings ist auch die Ausnutzbarkeit wieder von so
vielen Verh#ltnissen?) beeinflufst, dafs uns die Gewichtsabnahme
nur einen Fingerzeig geben kann.

1) Rubner in v. Leyden, Handbuch, 2. Aufl,, I, 8. 118.
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Bei meinen Untersuchungen ging ich in folgender Weise vor:

Die Fische, ausgenommen der Lachs, wurden lebend ins
Institut gebracht, getdtet und sofort verarbeitet. Nachdem sie
zunéchst abgeschuppt waren, wurden aus dem Riickenmuskel
Stiickchen von dem in der Tabelle angegebenen Gewichte, die frei
von Griiten, Schuppen und Muskelbaut waren, herausgeschnitten,
zwischen zwei Uhrschalen gewogen, und die einen sofort getrocknet,
die anderen gediinstet.

Die dazu bestimmten Stiickchen wurden sofort nach dem
Wigen in hohe Bechergliser gebracht, welche mit einem Kork
luftdicht verschlossen waren. Der Kork war durchbohrt von
einem Draht, der ausgebogen war in einen Haken, an dem das
Fleischsttickchen hing, und ein kleines korbartiges Geflecht.
Diese Vorsicht mufs man bei Fischfleisch gebrauchen, da es bis-
weilen durchschneidet. Die Glidser mit den Fleischstiicken kamen
in den Dampftopf und wurden von dem Zeitpunkte, wo das
Thermometer 98,5° C zeigte, eine Stunde daringelassen. Nach
dem Abkiihlen wurden die Stiickchen gewogen und ebenfalls
getrocknet. Die Trockenbestimmung des Fleisches geschah in
der iiblichen Weise im Dampfwassertrockenschrank bis zur Ge-
wichtskonstanz.

Bei einer Reihe von Fischstiickchen wurde eine Fettbestim-
mung angeschlossen, die im Soxhletschen Extraktionsapparate
vorgenommen wurde. Nach einer erstmaligen Extraktion wurde
das Material weiter zerkleinert und zerrieben und nochmals ex-
trahiert bis zur Gewichtskonstanz des Atherextraktes. Die Be-
stimmung des Fettes mufs ausgefiihrt werden, denn wir miissen an-
nehmen, dafs die Gewichtsabnahme von der Menge des koagulieren-
den Eiweifses abhiingt; ein hoherer Fettgehalt kdnnte daher durch
das relative Zuriickdringen des Eiweilses das Endresultat in dem
Sinne beeinflussen, dafs fettes Fleisch im Verh#ltnis zu seiner
Masse durch die Hitze nur wenig an Gewicht verliert, mageres
aber weit mebhr. Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dals nach
Rubners?) Erfahrungen fettes Fleisch die Wirme weniger gut

1) v. Leyden, Handbuch, 2. Aufl, I, S. 88.
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leitet; dieselbe konnte in fettes Fleisch also weniger durchdringen,
so dals zu einer bestimmten Zeit noch nicht alle Eiweifsstoffe
geronnen wiren, denn, wie Milroy?!) im hiesigen Institute ge-
zeigt hat, nimmt die Menge des koagulierten Eiweilses mit der
Temperatur zu.

Die Resultate meiner Untersuchungen habe ich in folgender
Tabelle zusammengestellt:

1] 2. 3. 5 | 6 | 7| 8 .| 10. |11

i Gewicht derl Ver. || ’l‘rockensubutl.nz Ktherextrakt

i hl go- ll)z;tn " berechn. a.nf G berecl;net

. 8C . Ge- e- au
i Fischsorte Sabet. idnnst. Dan- | yiop, [frisch. dg:m wicht |frisch. ge-
Subst.| sten | Subst. Subst. | Subst. g&g::-
I g l g % i g i) °% i 8 ° | %
1|| Sommerkarpfen I I 26,06 | 18,49 2906" 4,40 | 16,88 2380" — - | -
2 » 22.89| 16,29 | 2883 ' 3,90 | 17,04 2394" - | =1 =
3 > '_ 1876 — | — 1349|1860 — e B
4| Sommerkarpfen II | 20,47, 13,37 84,69. 3,36 | 16,41 | 25, 11 — — | =
5, » || 16,61 | 10,93 | 34,20 2,77 | 16,68 29341 — | - =
6, » 22,10| — | — 4 409 1851 — | — | — | —
7|  Karpfen I |1:33 — | = 1886206 — | — | — | —
8. > 1 26,00! 16,66 | 3592 489 | 1881|2936 — | — | —
9 > 23,66, 1495 36811 466 | 19,70 81,171 — | — | —
10 Karpfen IT 1669 — —_ | 3,10 | 1857| — :'_ — —_ | -
1 > 15,75 | 11,92 2432 2,68 117,02| 2248 — | — | —
12 > 15,40 | 11,76 2364| 2,66 | 17,21 | 22,53 - =
13| Karpten I | 1268) — | — | 2481956 — | 0,085 | 067| —
14 » I 14,64 | 10,77 | 26,43 -,| 2,69 | 18,87 24,98 0,032| 0,22 0,30
15 Schlei || 1217 — | — jl 2,32 | 19,06 — 10041 034 —
16 » i 12,84| 9,08 29,28 227 | 17,68 250 ' 0,020| 0,16 0,22
17 Lachs " 2095| — | 686 | 33,88 I o602 12,95 | —
18 » I 31,84 | 22,66 2886 ,,1034 32,48 45 65 4,281 | 13,45 (18,90
L I|

Aus der Tabelle ersehen wir, dafs der Gewichtsverlust beim

Diinsten ziemlich betréchtliche Schwankungen aufweist,

nicht

bei den einzelnen Individuen, wohl aber in derselben Art, wie
z. B. der Vergleich der bei Karpfen I und Karpfen II erhaltenen
Werte zeigt. Der Durchschnittswert betriigt 30,189, Dement-

1) Dieses Archiv, Bd. XXV, 8. 156.
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sprechend nimmt der Trockengehalt zu, wie die Betrachtung des
Stabes 8 einerseits, der Werte fiir die nicht gediinsteten Fische
aus Stabe 7 anderseits erkennen lafst. Was zu Verlust geht,
ist hauptsiichlich Wasser, denn wenn wir die Werte aus der
Kolumne 7 ansehen, zeigt sich, dafs der auf die Trockensubstanz
entfallende Anteil an dem Verlust die Hohe von 29, nicht er-
reicht. Das, was von der Trockensubstanz verloren geht, besteht
zu einem Teil aus den in Ather ldslichen Stoffen, wie wir aus
dem Stabe 10 der Tabelle sehen: so bei den fettarmen Fischen,
withrend bei dem Lachse dies nicht der Fall ist.

Einen Einflufs des Fettgehaltes auf die Grofse der Gewichts-
abnahme lassen unsere Ergebnisse ebensowenig erkennen, wie
die von Ferrati?).

Vergleichen wir nun unseren fiir die Gewichtsabnahme von
Fischfleisch beim Diinsten erhaltenen Durchschnittswert von
30,189, mit den von Ferrati gewonnenen Werten, der fiir Rind-
leisch 47,39, fiir Kalbfleisch 47,3%, und fiir Schweinefleisch
43,19, fand, so sehen wir unsere urspriingliche Annahme be-
stiitigt, dafs das Fischfleisch sich weniger stark zusammenzieht
wie das Fleisch von Saugetieren.

Betrachten wir nun die Vorteile, welche nach unserer
obigen Auseinandersetzung aus der geringeren Gewichtsabnahme
folgen, so sehen wir, dals die Ausnutzbarkeit unserer Annahme
nicht widerspricht, denn Rubner?) gibt an, dals von der Trocken-
substanz nicht resorbiert werden in Prozenten bei gebratenem
Fleisch 5,3, bei gekochtem und gebratenem Fleisch 4,9 und bei
Schellfischfleisch 4,3. Bei der Schmackhaftigkeit liegt die Sache
anders, da eben das Fischfleisch weit weniger schmeckende Be-
standteile besitzt wie das von S#ugetieren, und dadurch der
Vorzug aus der leichteren Kaubarkeit verwischt wird. Jeden-
falls aber geben uns unsere Resultate das Recht, Fischfleisch in
allen den Fillen zu empfehlen, wo die Kauwerkzeuge mdglichst
geschont werden sollen, so bei Rekonvaleszenten u. a., zumal
hinsichtlich des Eiweilsgehaltes das Fischfleisch sich #&hnlich

1) a. a O.

2) v. Leyden, Handbuch, 2. Aufl, I, 8. 119.
Archiv fir Hyglene. Bd. LIV. 8
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verhillt wie das Warmbliiterfleisch (Rubner?!). Auch miissen wir
auf Grund unserer Resultate die Bestrebungen nur billigen, die
darauf hinausgehen, dem Fischfleisch als Volksnahrungsmittel
weiterhin Eingang zu verschaffen.

Ich habe zu Anfang bemerkt, dals die meisten Nahrungs-
mittelanalysen nur auf die Rohmaterialien Bezug nehmen uund
mdchte deshalb auf eine Arbeit von Schwenkenbecher?)
hinweisen, der in derselben die bereits vorhandenen und ferner
eigene Analysen tischfertiger Speisen zusammengestellt hat.

1) v. Leyden, Handbuch, 2. Aufl, I, 8. 87.
2) Inaug.-Dissert., Marburg, 1900.



Aus dem hygienisch-bakteriolog. Laboratorium des Eidgen. Polytechnikums.
NVorstand: Prof. Dr. O. Roth.

Studien tiber verdorbene Gemiisekonserven. \/
Von

Dr. Joseph Belser,

dipl. Chemiker.

Die meisten Gemiisearten sind bei uns nur wihrend einer
verhalltnism#fsig kurzen Zeit des Jahres, in den Sommermonaten,
frisch zu erhalten. Daher ist man seit frithester Zeit bemiiht ge-
wesen, durch geeignete Konservierungs-Verfahren diese Ungleich-
heit der Produktion, diesen zeitlichen Uberflufs und wieder-
kehrenden Mangel zu beheben. Aus wenig bevdlkerten Gegenden
lassen sich derart Nahrungsmittel in dicht bevdlkerte Kultur-
staaten, namentlich in grofse Stidte schaffen, ohne dafs man ein
Verderben derselben zu befiirchten hat. Durch die Entwicklung
der Konservenindustrie hat die gesamte Ernihrungsfrage eine
wichtige Forderung erfahren.

Zum Eintreten von F#ulnis sind drei Bedingungen er-
forderlich, n&mlich?):

1. Hinreichende Feuchtigkeit.

2. Geniigende W#rme.

3. Gegenwart von Mikroben oder durch solche erzeugte
Fermentkdrper.

1) Heinzerling, Ch., Die Konservierung der Nahrungs- und Genufs-
mittel, 1884, 8. 283.
Konig, J., Die Chemie der menschlichen Nahrungs- und Gonufs-
mittel, IV. Aufl, 1904, 8. 512 u. 928,
8e
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Die Mittel der Konservierung bestehen nun darin, eine oder
mehrere dieser Bedingungen aufzuheben, aber zugleich dafiir zu
sorgen, dafs das betreffende Nahrungs- oder Genufsmittel bei der
Haltbarmachung nicht leidet.

Eines der besten und zugleich am meisten angewendeten
Verfahren ist im Jahre 1804 von Appert angegeben worden.
Im Laufe der Zeit hat es allerdings eine Reihe von Verbesse-
rungen erfahren. Es beruht auf dem Erhitzen der verschiedenen
Nahrungsmittel unter Luftabschlufs. Letzterer wirkt nur insofern
konservierend, als dadurch Faulnisbakterien und andere Mikroben
ferngehalten werden. In den Fabriken wird gegenwirtig wie folgt
gearbeitet: Die sorgfiltig gereinigten und einige Minuten vor-
gekochten Gemiise werden mit der notigen Menge Wasser und
Kochsalz in Blechdosen hineingelegt, diese verschlossen und je
nach Art und Zusammensetzung der betreffenden Sorte 15—25
Minuten im Autoklaven mit gespanntem Dampfe bei 112°—11701)
sterilisiert, rasch herausgenommen und zur Abkiihlung der ganze
Inhalt in kaltes Wasser getaucht.

Das Reichsgesetz2) von 1887, welches die Innenverzinnung
der Konservendosen auf einen maximalen Bleigebalt von 19,
normierte und fiir die Verlstung ein Lot von hdchstens 10°), vor-
schrieb, hatte neben anderen Vorteilen auch eine gewaltige Um-
#nderung in der Konstruktion der angewandten Dosen im Gefolge.
Da die Lotung mit dem vorgeschriebenen Lote eine schwierige war,
so suchte man die Zuldtung der Dosen so viel wie mdoglich zu
umgehen, und dies gab die Anregung zur Erfindung der so-
genannten Falzdose. Mit dem Konserveninhalt kommt derart
nur noch eine kleine, schmale Lotnat in Beriihrung, entsprechend
der Hohe der Dose. Zur Erzielung eines hermetischen Ab-
schlusses am Boden und Deckel der Falzdose ist das Einlegen
eines Dichtungsringes aus Gummi erforderlich.

1) Aderhold, R, Zentralbl. f. Bakt,, II. Abt., 1899, S. 17—20. Kon-
serven-Zeitung, Jahrg. 1901, S. 365.

2) Chemiker-Zeitung, Jahrg. 1891, 8. 1109, Reichsgesetz, betr. den Ver-
kehr mit blei- und zinkhaltigen Gegenstinden vom 25, Juni 1887.
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Da die durch Kochen konservierten griinen Gemiise meist
ibre lebhafte, natiirliche Farbe veriindern, grau- oder braungriin-
mifsfarbig werden, so sucht man dem Wunsche des konsumierenden
Publikums gemé#fs das urspriingliche, frische Aussehen dadurch
wieder herzustellen, dafs man dem Wasser, das beim Vorkochen
angewendet wird, eine geringe Menge Kupfersulfat zusetzt; so
verwendet man nach Tschirch?!) auf 60—70 kg Gemiise
30—70 g Kupfersulfat und 100 | Wasser. Nach Lehmann?
geschieht die Griinfarbung durch kurzes, 3—8 Minuten dauern-
des Briithen in einem Kupferkessel, auf 30—40 kg Gemiise 100 1
Wasser und 10—15 g Kupfersulfat.

Die geringen Mengen von Kupfer, welche nach zahlreichen
Untersuchungen (Gautier?), Lehmann, Tschirch, Nikitin%)
bei dieser Gelegenheit von den Gemiisen aufgenommen werden,
haben jedenfalls keine konservierende Wirkung.

Nach Tschirch bildet sich bei Kupferanwesenheit das
brillantgriine Kupfersalz der briunlichen Phyllocyaninsiiure
(Coy Hy; N3 Oy); Cu, welches hauptsichlich die Erhaltung der griinen
Farbe bedingt.

Wihrend bis vor kurzer Zeit niemand an eine organische
Vergiftung durch derartig hergestellte Konserven mit Gemiise
dachte, trat die Mdglichkeit einer solchen durch die bedauerlichen
Vorgiinge in der Darmstidter Alicenkochschule in den Vorder-
grund, als dort im Januar des vorigen Jahres durch den Genufs von
in Salat verwendeten Bohnenkonserven von 52 Personen 21 schwer
erkrankten, wovon dann 11 ihr Leben einbiifsen mufsten.

Wie die angestellte Untersuchung ergab, waren die be-
treffenden Bohnen in der Kochschule selbst, in Biichsen mit
Gummiring, Deckel und federndem Biigel verschlossen, konser-

1) Tschirch, A, Das Kupfer. Stuttgart, 1893.

2) Lehmann, K. B, Hygienische Studien tber Kupfer. Archiv f.
Hygiene, Bd. 24, 1895, 8. 1.

3) Gautier, E. J. Armand, Le Cuivre et le Plomb dans I'alimen-
tation et l'industrie au point de vue de I'hygidne, Paris, 1883.

4) Nikitin, A,, Das Fiirben der grinen Erbsen mit Kupfersalzen und
ihr einfachster Nachweis. Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufsmittel,
Jahrg. 1900, 8. 703.
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viert worden. Beim Offnen derselben soll nach den Angaben
#ufserlich keine stirkere Zersetzung aufgetreten sein; nur machte
sich ein ungewdhnlicher Geruch geltend.

Aus den seither verdffentlichten Berichten und den geschil.
derten Krankheitssymptomen ist zu entnehmen, dafs es sich bei
diesem bedauerlichen Ungliicksfall nicht um eine Vergiftung mit
Metallen, sondern um eine solche mit Toxinen, die als Stoff-
wechselprodukte von Bakterien auftraten, gehandelt hat. Dalfs
hierbei nicht, wie in verschiedenen Tagesblittern zurzeit be-
hauptet wurde, ein ungeniigender Kochsalzzusatz in Betracht
kam, ist schon von anderer Seite!) gentigend betont worden.
Landmann? gewann aus einem Stiickchen Bohnensalat, das
er noch in einem Kohlenkasten vorfand, durch Schiitteln mit
5 ccm physiologischer Kochsalzlésung und nachheriges keimfreies
Filtrieren ein Gift, von dem 2 weifse M#use bei subkutaner
Injektion von 0,5 ccm nach 24 Stunden starben. Wurde das
erhaltene Filtrat kurze Zeit aufgekocht, so hatte es seine toxische
Wirkung eingebiifst. Hiermit stimmt auch die Tatsache iberein,
dafs diejenigen, welche von dem gleichen Salat genossen hatten,
der kurze Zeit auf dem heifsen Herde gestanden und derart durch
Zufall ins Kochen geraten war, absolut keine schadlichen Wir-
kungen verspiirten.

Nachdem Landmann derart die Anwesenheit eines starken,
durch Kochen zerstdrbaren Giftes im Bohnensalate nachgewiesen
hatte, suchte er auch die Herkunft desselben festzustellen und
fand als Ursache der Toxinbildung einen sporenbildenden, an-
aeroben Bazillus, der mit dem von van Ermengen zuerst in
Schinken gefundenen Bacillus botulinus die weitgehendste
Ahnlichkeit besafs. Schon ofter war derselbe als Ursache von
Fleischvergiftungen erkannt worden.

Gaffky?), dem neben zwei leeren noch eine 1}/, kg wiegende
unerdffnete, mit Bohnen gefiillte Weifsblechbiichse zur Unter-

1) Konserven-Zeitung, Jahrg. 1904, Nr. 8, S. 80.

2) Landmann, G., Uber die Ursache der Darmstadter Bohnenvergif-
tung. Hygienische Rundschau, XIV. Jahrg., Nr. 10.

3) Gaffky, Alice-Kochschule. Darmstiidter »Tiglicher Anzeiger« vom
9. Februar 1904.
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suchung tibergeben worden war, konnte ebenfalls ein nur bei Luft-
abschlufs wachsendes, Buttersdure bildendes Bakterium isolieren,
das kriiftig wirkende Toxine bildete und, wie er sich ausdriickt,
mit Bacillus botulinus »einige Ahnlichkeitc besafs.

Auch in einigen Artikeln der »Konserven-Zeitung«?!) wird
entschieden die Ansicht vertreten, dafs es sich bei vorliegendem
Ungliicksfall um eine Vergiftung mit Bakterien, resp. mit Toxinen
handelte, dafs aber nicht der Bacillus botulinus in Frage komme,
sondern die beiden fakultativ anaeroben Proteusarten: Bacillus
proteus mirabilis und Bacillus proteus vulgaris, die
ja in faulenden Substanzen Ofters anzutreffen sind.

Der tragische Vorfall in Darmstadt war leicht geeignet, Be-
#ngstigungen hervorzurufen und gegen die Konservennahrung
Mifstrauen zu erwecken; da ja auch in den bestgeleiteten Fabriken
alljahrlich ein gewisser Prozentsatz der sterilisierten Gemiise zu-
grunde geht, was sich namentlich durch eine kriftige Gasbildung
im Innern der Dose bemerkbar macht. Solche Biichsen werden
in Fachkreisen ihrer ver#nderten Form wegen als »bombiertc
bezeichnet.

Trotz einer sorgfiltig ausgeiibten Kontrolle seitens der Fabrik
kommt es hin und wieder vor, dals solche Konserven in die
Hiénde des konsumierenden Publikums gelangen, indem sie
etwa erst nachtriiglich noch bombieren kdnnen.

Es schien mir daher vom hygienischen Standpunkte aus
#ufserst wichtig, derart verdorbene Gemiisekonserven n#her zu
untersuchen, da ja, wie auch von anderer Seite wiederholt her-
vorgehoben, anzunehmen war, dafs sich auch hier #hnliche
toxische Wirkungen geltend machen kdnnten wie bei denjenigen
in der Alicen-Kochschule und vielleicht bis anhin nur deshalb
noch keinen Schaden bewirkt hatten, weil sie vor dem Genusse
gekocht worden waren. ‘

Der Umstand, dafs iiber die biologischen Eigenschaften der
Zerstorer von Gemiisekonserven in der Literatur bis jetzt nur

1) Konserven-Zeitung, Jahrg. 1904, Nr. 6, 7, 8. Redakteur G. Brandau,
Braunschweig.
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ganz wenig bekannt ist, wahrscheinlich weil solche bombierte
Dosen im Handel nur selten anzutreffen sind und fiir die be-
treffenden Forscher nur schwierig zu erhalten waren, liels es
gerechtfertigt erscheinen, diese interessanten Lebewesen, die ent-
weder grofse Widerstandsfahigkeit gegen hohe Temperaturen
haben miissen oder vielleicht erst nachtriiglich in die Biichsen
gelangen, niher kennen zu lernen.

Das zu meinen Untersuchungen nétige Material wurde mir in
zuvorkommender Weise teils von Konserven-Handlungen, zum
grofsten Teile aber von verschiedenen Fabriken zur Verfiigung
gestellt und gab man mir, meinem Wunsche gemifs, moglichst
solche Objekte, bei denen man glaubte, dafs die Bombage nicht
auf einen Defekt der Dose, sondern auf mangelhafte Sterilisation
zuriickzuftihren sei.

Wie aus der Literatur ersichtlich, war Aderhold?!) der
erste, der sich mit diesem Gegenstande etwas eingehender be-
falste. Er versuchte aus zehn verschiedenen bombierten Gemiise-
konserven die Verderber zu ziichten, doch gelang es ihm trotz
der vielseitigsten Bemiithungen nie, in den hergestellten Kulturen
Wachstum zu erhalten, nach seiner Meinung, weil die betreffenden
Organismen »einfach abgestorben warenc.

Wie bereits angedeutet, ist die sachbeziigliche Literatur zur-
zeit noch eine recht spirliche. Neben der schon zitierten Arbeit
von Aderhold kommt noch namentlich diejenige von
K. von Wahl}? in Betracht.

Wie aus den kurzen interessanten Abhandlungen ersichtlich
ist, hat Verfasser anfinglich selbst Konserven eingemacht und
zu diesem Zwecke Karotten, Spargeln, Erbsen in Gl#sern bei
stromendem Dampfe sterilisiert. Trotz zweistlindiger Kochdauer
verdarben alle und es konnten als Zerstdrer Endosporen bildende
Stibchenbakterien isoliert werden, die aber leider sonst nicht

1) Aderhold, R, Zentralbl. f. Bakt., II. Abt,, 1899, Bd. b, 8. 17—20.

2) K. v. Wahl, Uber das Verderben der Konserven. Konserven-Zeitung,
Jahrg. 1903, Nr. 11 u. 12. — TUntersuchungen #ber Konservenverderber.
Berichte der Grofsherzoglich Badischen Landwirtschaftlichen Versuchsanstalt,
Augustenberg, 1902, S. 33—35 Bericht 1903, S. 35—36.



Von Dr. Joseph Belser. 113

niher beschrieben wurden. Spiter untersuchte genannter Autor
auch Fabrikkonserven, und konnte hier wieder mehrere Arten
von Mikroorganismen isolieren, die zum Teil sehr widerstands-
fahige Sporen zeigten, welche ein zweistiindiges Kochen iiber-
dauerten. Hochst interessant ist ferner die Mitteilung, dafs die
Sporen je nach dem Nihrsubstrat, auf dem sie sich gebildet und
dem Material, auf dem sie zur Priifung angetrocknet wurden, an
Lebensdauer einbiifsten oder gewannen. Leider gibt K. v. Wahl
in beiden Notizen keine niheren biologischen Eigenschaften der
gefundenen Mikroben an, doch stellt er eine ausfiihrliche Dar-
stellung seiner Untersuchungen in Aussicht.

Aderhold?) glaubt, dals es keine fiir eine bestimmte Ge-
miiseart spezifischen Zerstérer gebe, und wahrscheinlich keine
»spezifischen Gemiisezerstérer iberhaupt.c K. v. Wahl aber
fand in gleichartigen Konserven verschiedener Herkunft oft die
gleichen Verderber und in Konserven verschiedener Sorte nie-
mals die gleichen Bakterien.

Nach letzterem Forscher wiirde sich somit die in Fach-
kreisen gehegte Ansicht bestitigen, dals sich verschiedene Gemiise-
arten, unter den gleichen Bedingungen konserviert, verschieden
lang halten.

Nach einer anderen von K. Kroemer? erstatteten, kurzen
Notiz ist zu ersehen, dafs man sich in der Versuchsanstalt
Geisenheim ebenfalls mit dem gleichen Gegenstand befafst. Doch
war bei Abschlufs meiner Untersuchungen eine weitere Publi-
kation noch nicht erfolgt.

Die Redaktion der »Konserven-Zeitunge hat seit einigen
Jahren in Braunschweig eine Untersuchungsstation errichtet,
wo die Konservenfabriken in kiirzester Zeit ihre Produkte auf
Keimgehalt untersuchen lassen kénnen. Diese Einrichtung soll
sich nach Mitteilungen der Praxis sehr gut bewihrt haben, indem
die betreffenden Fabriken derart eine gewisse Kontrolle fiir ge-

1) a. a. O, 8. 6.

2) Untersuchungen tiber die Bakterien der Obst- und Gemiisekonserven.
Bericht der Konigl. Lehranstalt fir Wein-, Obst- und Gartenbau zu Geisen-
heim a. Rh,, 1903, 8. 114—115. (Berlin bei P. Parey.)
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niigende Sterilisation besitzen. Will also ein Fabrikant die Zeit-
dauer und die Héhe der Temperatur, die notwendig ist, um eine
bestimmte Konserve sicher steril zu bekommen, genau kennen,
so braucht er nur eine gewisse Anzahl verschieden lang und bei
verschiedenen Drucken hergestellter Biichsen zur Untersuchung
zu senden und wird die gewiinschten Daten erhalten.

Die Redaktion obiger Zeitschrift berichtet in einem Auf-
satze!), betitelt: »Nochmals die Vergiftung in Darmstadtc« von
Versuchen, bei denen in bombierten Biichsen einige streng
anaerobe Butterstiurebazillen, ferner solche vom Kolitypus und
einige unbekannte Mikroorganismen gefunden wurden.

Bakteriologische Untersuchungen.

Die von mir vorgenommenen Untersuchungen wurden wie
folgt ausgefithrt: Unmittelbar vor der Probeentnahme aus einer
bombierten Biichse wurde diese tiichtig geschiittelt, nach Ent-
fernen der Etiketten mit Biirste und Seife gut gereinigt und
der Deckel und die obersten Partien der Wand mittels eines
Bunsenbrenners gut abgebrannt, bis zum Erkalten mit einem
vorher sterilisierten Glasgefiifse bedeckt, alsdann mit einem
spitzigen, mehrere Male durch die Gasflamme gezogenen, langen
Eisennagel eine Offnung in die Mitte des Deckels gebohrt.

Mit einer sterilen Wasserpipette wurde nun Fliissigkeit aus
dem Innern in verschiedenen H8henlagen herausgenommen und
jedesmal folgende Kulturen damit angesetzt:

Je 1 hohe Kultur in Traubenzuckeragar mit 0,1 und 1 ccm
Briihe, bei Temperaturen von 37° und 30° gehalten.

Je 2 Kulturen in Traubenzuckerbouillon mit 0,1 und 1 ccm
Briithe bei 37° 30° und 22°.

Um einen mdglichst passenden N#hrboden zu schaffen, ver-
wendete ich jeweils den fliissigen Inhalt steril gebliebener
Biichsen der betreffenden Gemiiseart und gab jedesmal 1 ccm

1) Konserven-Zeitung, Nochmals die Vergiftung in Darmstadt, Jahrg.
1904, Nr. 8.
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der zu untersuchenden Briihe in solche Rohrchen, die ich bei
379, 30° und 22° beobachtete.

Ofters leistete mir auch ein N#hrboden, hergestellt mit der
Flussigkeit einer keimfreien Dose und der ndtigen Menge Gelatine
oder Agar-Agar versetzt, gute Dienste.

Neben obigen Kulturen wurden noch 2 anaerobe in Trauben-
zuckergelatine hergestellt unter Verwendung von 0,5 cem
flissigem Biichseninhalt. Uberdies machte ich jedesmal mit
einer Platindse zwei Strichkulturen auf schiefem Agar fiir die
Ziichtung bei Bruttemperatur. Schliefslich gab ich noch je
1 ccm in zwei verflissigte Traubenzuckergelatine und stellte
damit Platten her.

War wihrend vier Wochen kein Wachstum auf obigen
Kulturen zu bemerken, so wurden sie zerstdrt.

Kleine Mengen des Biichseninhaltes wurden sowohl im
héingenden Tropfen als auch im geféirbten Préparate jedesmal
auf Bakterien mikroskopisch untersucht.

Eine jedesmalige Priifung der betreffenden Dose auf
Dichtigkeit nahm ich in der Weise vor, dafs im Deckel mit
einer Blechschere eine runde Offnung gemacht wurde, der Inhalt
mit Wasser ausgespiilt und die Biichse durch Aufldtung eines mit
einem Rohrstutzen versehenen Bleches wieder verschlossen. Die
derartig vorbereitete Biichse wurde hierauf in eine starke Fluores-
ceinldsung gestellt, der Stutzen durch Schlauch mit einer Wasser-
strablpumpe in Verbindung gesetzt und wihrend ca. 4 Stunden
einem Vakuum von 15 mm Hg. ausgesetzt. Nach dieser Zeit
wurde die Biichse herausgenommen, mdoglichst von Farbstoft
befreit, gut abgetrocknet und in der Mitte ihrer Hohe durch-
schnitten. Mit Leichtigkeit war derart ein eventueller Eintritt
von Farbstofflésung bzw. Undichtigkeit zu erkennen.

Die Tierversuche wurden in Gegenwart von Herrn Professor
Dr. O. Roth ausgefilhrt. Als Versuchstiere verwendete ich
weilse M#iuse, denen ich in den weitaus meisten Fillen etwas
von dem unfiltrierten Inhalt bombierter Biichsen unter die
Riickenhaut einspritzte. Da anfdnglich Toxine in den ver-
dorbenen Dosen vermutet wurden, so filtrierte ich in Nr. 1, 2
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und 3 die Briihe durch Porzellanfilter mit der Absicht, sobald
sich schidliche Wirkungen bemerkbar machen sollten, auch
Tierversuche mit den isolierten Bakterien vorzunehmen.

Meistens wurden die Versuchstiere wihrend vier Wochen
beobachtet und dann seziert.

Ich lasse nun die Protokolle meiner Untersuchungen folgen:

Blechse Nr. 1.

Inhalt ca. 16 Monate alte, grine Erbsen, #ufserlich sehr kritftig bombiert,
daher beim Offnen eine Menge unangenehm riechende Gase; Brithe schiumt
stark auf, getriibt, unansehnliche, gelbgraue Farbe.

S#iureproduktion: 10 ccm Brahe erforderten zur Neutralisation
4,25 com 35 NaOH.

Mikroskopischer Befund: Grofse Zahl etwa 5—6 mal so langer
als dicker Stibchen; im hi#ngenden Tropfen stark beweglich; daneben ver-
einzelt lange, fadenférmig aneinandergelagerte Stibchen. Zuweilen findet
man grofse, stark lichtbrechende Sporen.

Bemerkungen: Auf den wie oben angegeben hergestellten Kulturen
erhielt ich nur eine Bakterienart, die nach ihrem morphologischen, wie auch
biologischen Verhalten in die Gruppe des Bacillus amylobacter van
Tieghem?) clostridium butyricum Prazmowski gehort.

Tierversuche: Traubenzuckerbouillon mit der isolierten Bakterienart
eingeimpft, wurde nach 8 Tagen filtrier<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>