Zur Farbstoffproduction des Bacillus pyocyaneus.

Von

Dr. Anton A. Christomanos
in Athen.

Das auffillige Phiinomen, dass eine gelbliche, griinlich fluorescirende
Bouilloncultur des Bacillus pyocyaneus, die ich aus dem Exsudate eines
mit acuter eiteriger Gonitis behafteten jungen Mannes erhielf, beim
Schiitteln plotzlich eine bliulich-smaragdgrine Farbe annahm, bewog mich,
die Ergebnisse der ausfithrlichen Arbeit von K. Thumm?, nach welcher
alle fluorescirenden Bakterien, unter anderen auch der Bacillus des blauen
Eiters, nur einen gelblichen aber keinen blauen Farbstoff produciren sollten,
einer abermaligen Priifung zu unterziehen.

Thumm behauptet nimlich, dass die verschiedenen Firbungen der
Culturen dieser Bakterienarten auf einen einzigen gelben Farbstoff zurick-
zufiihren sind, dessen concentrirte, wisserige Losung. orangegelb, die ver-
dinnte gelb ist. Beide Losungen fluoresciren blau. Die blaue Fluorescenz
kann aber durch Zusatz eines Alkalis in eine griine fibergehen. Diese
Verinderung geht auch thatsichlich vor sich, wenn die dazu nothige
Alkalimenge allmihlich von den Bakterien selbst erzeugt wird, und be-
kanntlich sind alle fluorescirenden Bakterienarten durchweg Alkalibildner.
Die anfinglich vorhandene blaue Fluorescenz geht somit, durch Einwirkung
des Alkalis auf den gelben Farbstoff, in eine griine iber, und aus dieser
Einwirkung, nicht aus dem Vorhandensein mehrerer Farbstoffe, wie bisher
angenommen wurde, will nun Thumm die verschiedenen Firbungen der
Culturen dieser Bakterien im Allgemeinen und die des Bae. pyocyaneus
inshesondere erkliren.

1 K. Thumm, Beitrige zur Biologie der fluorescirenden Bakterien. Karls-
ruhe 1895.



AxToN A. CERISTOMANOS: ZUR FARBSTOFFPRODUCTION U. S. W. 259

Wihrend nun N#gelil, Ledderhose? Kunz?® Ernst4 Girard$,
Gessard® und mehrere andere Autoren den beim Schiitteln einer Bouillon-
cultur des Bac. pyocyaneus auftretenden blauen, in der gelblichen Bouillon
jedoch griin erscheinenden, Farbstoff aus der Oxydation einer in den
Culturen enthaltenen Leukosubstanz durch den Luftsauerstoff zu Pyoeyanin
ableiten, behauptet Thumm, dass bei dieser Gelegenheit nur eine griine
Fluorescenz aufzutreten pflegt. Das ausschliesslich an der Oberfliche ge-
bildete Alkali (Ammoniak) vertheilt sich beim Sechiitteln in der ganzen
Cultur und wirkt, im oben erwihnten Sinne, auf den gelben, ebenfalls
an der Oberfliche gebildeten, rascher jedoch als das Alkali in die Tiefe
dringenden Farbstoff ein. Er widerspricht demnach allen iiber die Farb-
stoffproduction des Bac. pyocyaneus bisher giltigen Annahmen und negiert
die Existenz des allgemein bekannten Pyocyanins, dessen Bildung doch
so auffallend ist, dass die Vermuthung, dasselbe wire von den besten
Bakterienforschern, welche sich mit diesem Thema befasst haben, dennoch
nicht gesehen worden, als unmoglich gelten muss. Ich wirde die Resultate,
zu denen Thumm gelangt ist, nur dann erkliren kénnen, wenn ich an-
nehmen diirfte, dass dieser Forseher zufillig nicht die Pyocyanin erzeugende
Abart dieses Bacillug in seinen Hénden hatte. Dies scheint mir aber um
so wahrscheinlicher, als auch ich, bei der Bestellung von Culturen des
Bac. pyocyaneus « und 8, aus zwei der bestrenommirten bakteriologischen
Instituten, Bakterien erhielt, die in den gewdhnlichen Nihrmedien keinen
blauen Farbstoff, sondern nur die blaue und die griine Fluorescenz, neben
einem gelben Farbstoff, in der von Thumm genau angegebenen Reihen-
folge producirten.

Beim naheren Studium des Gegenstandes dberzeugte ich mich, dass
auch in den Arbeiten der meisten dbrigen Autoren, trotz Congruenz der
Resultate in ihren Hauptziigen, Meinungsverschiedenheiten genug aufzu-
zeichnen sind, deren Studium und Erklarung von Interesse sein -dirfte.

Im Folgenden sei es mir erlaubt, einige zu diesem Zwecke angefihrte
Untersuchungen mitzutheilen.

1 C. v. Nageli, Untersuchungen iiber niedere Pilze. Miinchen-Leipzig 1882.

% G. Ledderhose, Ueber den blauen Eiter. Deutsche Zeitschrift f. Chirurgie.
1888. Bd. XXVIII.

8 Kunz, Bakteriolog.-chemische Untersuchung einiger Spaltpilzarten. Sitzungs-
berichte der Wiener Akademie der Wissenschaften. 1880. Bd. XCVIL

* P. Ernst, Usber einen neuen Bacillus des blauen Eiters. Diese Zeifschrift.
Bd. IL

8 Girard, Deutsche Zeitschrift fiir Chirurgie. 1876. Bd. VIL

8 C. Gessard, De la pyocyanine et son microbe ete. Thése de Paris. 1882.
Nr. 248. — Compt. rend. 1882. T.XCIV. Nr.8. — Bulletin médical. 1899. Nr.55.
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Was zunichst die morphologischen Eigenschaften dieses von
Gessard! entdeckten Mikroorganismus betrifft, so wissen wir, und die
gigenen Untersuchungen stimmen mit den bisher bekannten vollkommen
iiberein, dass Grésse und Gestalt dieser Spaltpilze ganz auffallend sich
verindern konnen, je nachdem man der Nahrbouillon verschiedene Sub-
stanzen zusetzt, wie dies Guignard und Charrin? gezeigt haben, dass
sie sich nur durch Theilung vermehren, wie auch Jakowski? aus dem
constanten Fehlen von Sporen schliesst, dass sie Eigenbewegungen
besitzen, welche ihnen wahrscheinlich von endstindigen Geisseln mitge-
theilt werden, und dass sie sich mit den gewGhnlichen Anilinfarbstoffen
gut farben lassen.

Die biologisehen Eigenschaften sind dagegen viel complicirter als
die morphologischen und deren Ermittelung und Verstindniss daher viel
schwieriger. Man unterscheidet bekanntlich in dieser Hinsicht, seit der
Ernst’schen Arbeit, zwei Varietiten oder Unterarten, dern Bac. pyocya-
neus « und den Bac. pyocyaneus £, und. es sei von vornhinein erwihnt,
dass ‘der Spaltpilz unserer Culturen mit dem Ernst’schen 8-Bacillus voll-
kommen dibereinstimmte. _

Durch das Plattenverfahren wurde er zunichst von den ibrigen im
Sekrete der Wunde unseres Kranken enthaltenen Keimen -befreit und
isolirt in Bouillon, Gelatine, Agar und auf Kartoffeln cultivirt. Das
Studium seiner Farbstoffproduction war in mehrfacher Beziehung anregend,
ein voller Einblick in dieselbe liess sich aber erst durch Vergleichung
dieser Culturen mit Culturen des Bae. pyocyaneus « gewinnen.

Die Bouilloncultur zeigte im Culturschrank, bei einer Temperatur
von "32° C., schon nach 24 Stunden eine deutliche, gleichmissig ver-
theilte, weissliche Tribung, wihrend am zweiten und noch mehr am
dritten Tage neben der Zunahme der Tribung auch die Farbe der frither
ganz blassen Bouillon deutlich gelblich wurde. Gleichzeitig erschien eine,
an der Oberfliche am stirksten ausgesprochene, griinliche Fluorescenz.
Vom vierten, hiufiger aber erst vom finften Tage an, trat an der Ober-
flache der nunmehr stark getriibten und von einem weisslichen Hautchen

! Gessatd, a.a.0. — Ausserdem Annales de I’ Institut Pasteur. 1890. p.65.

? Guignard et Charrin, Sur les variations morphologigues des microbes.
Compt. rend. de I’ Acad. des sciences. 5 Déc. 1887.

3 M. Jakowski, Beitrige zur Lehre von den Bakterien des blauen Eiters.
Diese Zeitschrift. Bd. XV. 8. 480.

4 Siehe auch die Bakteriologische Diagnostik von Lehmann und Neumann,
1896. Bd.Il. Taf 29. — Diese Geisselfiden konnte ich jedoeh, trotz wiederholter
Versuche, mir nicht zur Ansicht bringen; dasselbe berichtet auch Jakowski,

a. a. 0. 8. 48
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bedeckten Cultur eine griinliche Verfirbung auf. Diese anfinglich hell-
grime und spiter smaragdgrime Farbe der oberen Schichten ging all-
mihlich in eine dunkelblaugriine Verfirbung der ganzen Cultur tber.
Dazu war jedoch stets ein Zeitraum von 2 bis 3 Wochen nothwendig.

Bei Zimmertemperatur machten die Culturen dieselben Ver-
anderungen durch, nur bendthigte ihr Auftreten einen -viel lingeren Zeit-
raum. Auch die Menge der zur Kultur verwendeten Flissigkeit tibte
einen Einfluss aus auf das langsamere oder raschere Erscheinen des Pyo-
cyanins. In grosseren !/, bis!/, Liter Culturfliissigkeit enthaltenden Kolben
wurde namlich viel spiter, erst nach 12 oder mehreren Tagen, die erste
Spur der griinen Verfarbung beobachtet, und dies selbst dann, wenn das zur
Impfung verbrauchte Material der Menge der Culturfliissigkeit so ziemlich
analog war. Es scheint somit, dass weder das Pyoecyanin noch dessen
Leukosubstanz von vornherein gebildet werden, sondern erst dann, wenn
gewisse Stoffe (Sauerstoff oder leicht Sauerstoff abgebende Substanzen) der
Nahrflissigkeit durch die sich vermehrenden Bacillen verbraucht- oder
andere gebildet worden sind, wodurch die Bacillen, unter gewissen Be-
dingungen, zur Erzeugung des Farbstoffes gereizt werden.

Schiittelt man durch einige Sekunden eine an der Oberfliche leicht
griinlich verfirbte Kultur, so wird mit einem Male die ganze Flissigkeit
schén moosgriin, wihrend eine an der Oberfliche schon lebhaft griine
Bouillon prachtvoll smaragd- oder auch blaugriin wird, Hat das verwendete
Néhrmedium eine blissere Eigenfarbe, dann bekommen die Culturen nach
dem Aufschiitteln einen mehr bldulichen Farbenton.

Hier sei noch erwahnt, dass dltere schon in toto dunkelgriine Culturen
ihre Farbe durch Schiitteln nicht mehr verindern. Lésst man aber solche
dltere Pyocyaneusculturen noch einige Zeit lang stehen, dann geht die
dunkelgriine Farbe allmahlich in eine schmutzig-dunkelbraungriine tiber;
zuletzt versehwindet die griine Niiance ganz, und die Bouillon wird wieder
etwas heller und von rein brauner Farbe. Durch Schiitteln werden solche
Culturen nicht mehr verindert.

Schiittelt man eine griin werdende oder eine #ltere, an sich schon
griine Cultur mit etwas Chloroform durch, so firbt sich dies letztere, wie
bekannt, schon blau, blasser oder tiefer, je nach dem Alter der Cultur und
der vorhandenen Pyocyaninmenge. Die Bouillon selbst wird dabei schmutzig-
gelblichgrau (Gessard, Ernst u.s.w.). Zwischen dem Chloroform und der
dartiberliegenden Flissigkeitsschicht sammelt sich eine dritte (Ernst a.a. O.
S. 879) Schicht an, welche aus kleinen nicht zusammengeflossenen Chloro-
formtropfchen besteht, deren Zusammenfliessen  durch feine, aus den
. Bakterien der Cultur und sonstigen ungeldsten Stoffen entstandene Hiillen
verhindert wird.
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Der in Chloroform geloste Farbstoff ist das von Fordos! entdeckte
Pyocyanin. Beim langsamen Verdunsten des Chloroforms bilden sich,
wie allgemein bekannt ist, feine azurblaue Nadeln und Rhomben, die
Pyocyaninkrystalle, welche nach lingerem Stehen, rascher noch beim Ein-
betten in Xyloleanadabalsam, ihre blaue Farbe verlieren und bereits unter
dem Auge des Beobachters, bei mikroskopischer Untersuchung, ihre Form
beibehaltend, in die gelbliche Pyoxantose iibergehen.

Schiittelt man das pyocyaninhaltige Chloroform mit einer kleinen
Menge angesduerten Wassers, so verschwindet die blaue Farbe des ersteren
sofort, das Chloroform entfirbt sich, whhrend die dariiberliegende
wissrige Schicht schon rosenroth wird. Durch einige Tropfen Ammoniak
kehrt die blaue Farbe zuriick, und nun kann das wiederhergestellte Pyo-
cyanin vom Chloroform abermals aufgenommen werden. Die Pyocyanin-
l6sungen werden nach einiger Zeit durch den Luftsanerstoff entfirbt.

Nach Ledderhose? ist das Pyocyanin eine Base und hat vermuthlich
die empirische Formel C,H,,N,0. Ist dasselbe aber wirklich eine Base,
die dureh Alkalien frei wird, so muss ihre Verbindung mit Siuren, das
Pyoerythron, ein Salz sein, dessen Losungen rothgefirbt und viel be-
stdndiger sind als die des Pyocyanins. Das Salz selbst krystallisirt nicht
und ldsst sich nicht in Chloroform, leicht dagegen in Alkohol und Wasser
13sen. Aus &lteren, schon braun gewordenen Culturen, ist kein Pyocyanin
mehr zu gewinnen.

Auch in seinen Gelatine-, Agar- und Kartoffelculturen stimmte
der von mir gezlchtete Bacillus mit dem von Ernst beschriebenen und
von Ledderhose angenommenen Bac. pyocyaneus g vollkommen iiberein.
Selbst das. Chamileonphinomen, welches Jakowski3 nicht beobachten
konnte, vermoehte ich genau zu verfolgen.

Die Reindarstellung des Pyocyanins beweist aber am Besten, dass
wohl nur ein Irrthum vorliegen konnte, wenn Thumm die Bildung dieses
Farbstoffes ganz in Abrede stellt. Aus der Vergleichung der eigenen
Culturen mit denen des Bac. pyocyaneus e«* iiberzeugte ich mich auch,
dass der genannte Autor mit Culturen dieses Bacillus gearbeitet hat, oder
mit solchen, die, sei es durch ihre verschiedene Race, sei es durch lingere

! Fordos, Compt. rend. T. LI p.215 et T.LVL p.1128,

* Ledderhose, a. a. O. (aus dem pikrinsauren Salze bestimmt) S. 226.

® Jakowski, a. a. 0. 8. 482.

* Ich liess mir vom Kral’schen Institute in Prag Culturen des Bac. pyocyaneus-«
und des Bac. pyocyaneus-3 senden. Beide glichen sich jedoch ungemein, fluorescirten
blau und griin und bildeten kein Pyocyanin. Ich bekam auch eine aus dem Wiirz-
burger bakteriologischen Institute stammende Bac. pyocyaneus-Cultur, welche eben-
falls, ohne Pyocyanin zu produciren, stark fluorescirte.
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Zichtung, sei es endlich durch andere Umstinde, kein Pyocyanin mehr,
sondern lediglich den fluorescirenden Farbstoff erzeugten. Dureh die
interessanten Untersuchungen Gessard’s wissen wir aber, dass der Bac.
pyocyaneus in verschiedenen Racen erscheint und nur Pyocyanin oder nur
den fluorescirenden Farbstoff, oder beide, oder gar keinen Farbstoff hildet,
je nachdem er auf pepton-, auf albuminhaltigem oder einem gemischten
Néhrboden cultivirt wird, den Thierkdrper passirt! oder endlich auf 57 bis
580 erwirmt wird. Wiederherstellung von giinstigen Erndhrungsbedingungen
bringt jedoch in den meisten Fillen eine Cultur zu Stande, in der beide
Farbstoffe gleichmissig vorhanden sind.

Auch Mihsam und Schimmelbusch? Noesske?, Schiirmeyer?
U. a. Autoren negiren im Einklange mit Gessard® die Existenz ver-
schiedener, priexistirender und scharf abgegrenzter Varietiten. Sie be-
haupten vielmehr, dass die einzelnen Bakterien jeder Pyocyaneus-Cultur
in ihren Eigenschaften um ein Geringes von einander differiren, und wenn
zufallig in den Culturen, durch die jeweiligen Zichtigungshedingungen, das
ein Mal diese und das andere Mal jene, etwas verschiedene Eigenschaften
besitzende Bakterien das Uebergewicht gewinnen, dann kann leicht die
ginze Cultur als einer anderen Race angehorig erscheinen. Bringt man
aber diese, scheinbar verschiedenen Racen in glycerinhaltigen Agar, so
bildet sich nach Gessard® stets wieder Pyocyanin, wodurch die Einheit
der Species Bac. pyocyaneus klar hervortritt.

Dem gegeniiber muss ich hervorheben, dass die Ergebnisse vorliegender
Untersuchung mit der Ernst’schen Auffassung vollkommen iiberein-
stimmen. Ernst unterscheidet zwei Varietiten oder Spielarten des Bac.
pyocyaneus, den - und den S"Bacillus, deren Merkmale so charakteristisch
sind, dass er (a. a.O. S.381) ,niemals auch nur im Geringsten im Zweifel
war, welche der beiden Racen vorlag, niemals blassten Charaktere ab zu
Gunsten einer Anndherung®. Auch ich konnte niemals ein Uebergehen
der einen Race in die andere, trotz zweijahriger Ziichtung unter den ver-

1 Vgl. auch Jakowski, S. 484—485.

® Mihsam u. Schimmelbusch, Adrchiv f. klin. Chirurgie. 1893. Bd.XLVL
S. 677 f.

3 Noesske, Betrige zur klin. Chirurgie. Bd. XVIIL

4 Schiirmeyer, Diese Zeitschrift. 1895. Bd. XX. 8. 281fL

5 Gessard, Microbes chromogénes a4 pigments solubles. DBulletin médicin.
1899. Nr. 55. p. 651.

8 Tch- konnte diesen Satz nicht bestitigt finden. Glycerin-Agar rief bei den-
jenigen Stimmen, welche auch sonst kein Pyocyanin producirten, d. i. bei der o-
Race des Bac. pyocyaneus, keine Farbstoffbildung hervor, eher verblasste um ein
Geringes der sonst reichlich farbstoffbildende Stamm (der Bac. pyocyaneus f).
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schiedensten Ernahrungsbedingungen, beobachten. Stets konnte ich ganz
sicher (bei Anwendung der gewohnlichen Nahrboden, Bouillon, Agar,
Gelatine, Kartoffel) die eine von der anderen unterscheiden.

Die Unterscheidungsmerkmale, welehe dies erméglichten, beschrinkten
sich jedoch nicht nur auf das schnellere oder langsamere Wachsthum,
auf die schnellere oder langsamere Verflissigung der Gelatine und die
verschiedene Farbstoffproduction, sondern auch auf die morphologischen
Charaktere der Culturen, welche bisher als gar nicht oder nur wenig
verschieden beschrieben werden.

Fertigt man auf Agar Strich-
culturen des Bac. pyocyaneus e,
so bemerkt man, dass der Strich
sebr bald sich zu einer nach oben
zu spitzen, vogelfederartigen Figur
umbildet, deren axialer Theil promi-
nirt, wihrend beide Seiten abgeflacht,
fein gerippt und am Rande ausge-
buchtet erscheinen (vgl. Fig. 1). Die
Colonie selbst ist weisslichgrau, das
Nihrmedium gelb, grinlich fluores-
cirend.

Beim Bac. pyocyaneus 8 ist
die Stricheultur anfangs der vor-
erwahnten sehr dhnlich, sie verindert
sich aber bald in der Weise, dass
die axialen, wellig gezeichneten Par-
tieen flacher und durchscheinender
erscheinen, wihrend die Peripherie
der Colonie compacter wird und in
Form eines peripheren, weisslich-

Fig. 1. Fig. 2. grauen Bandes die ganze Colonie um-

giebt (vgl. Fig. 2). Diese letztere selbst
ist grauweiss, wihrend der Cultarboden intensiv blaugrin gefirbt ist.

Bei kinstlicher (Gas)-Beleuchtung verliert bekanntlich die erstere
Cultur ihre griinliche Fluorescenz und erscheint blassgelblich, wéhrend
die B-Cultur ihre griine Farbe unvermindert beibéhilt.

Dass dennoch die Bacillen beider Culturen auf’s Engste mit einander
verwandt sind und eigentlich einer einzigen Art angehdren, geht aus
folgendem Experimente hervor, welches ich aus Anlass der auf 8. 691

s

1A a O.
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ausgesprochenen Behauptung Thum m’s? ausfilhrte. Ich beniitzte zunfichst
die unverinderte von Gessard? empfohlene Nahrfliissigkeit und bereitete
ausserdem noch drei Losungen, in denen ich der Reihe nach je eines der
drel anorganischen Salze, aus denen sie meben bernsteinsaurem Ammon
besteht, wegliess, Die damit versehenen Rohrchen wurden mit den
Nummern I, II, T1I und IV bezeichnet und am 8. November 1899 mit
dem verschiedenen mir zu Gebote stehenden Materiale geimpft.

I 1 m | I
Ammonii suecinici- . . . 200 2-00 2.00 200
Caleii chlorati . . . . . 0-25 — 0-25 0-25
Kalii phosphor. . . . . 1-00 1-0 - 1:00
Magnesii sulfur. . . . . 0-50 0-50 0-50 —_
Aquae . . . . . . . . 20000 200-00 200-00 200-00

1. Bacillus pyocyaneus « (Bac. pyofluorescens) Gessard. In
den mit den Nrn. I, II und IV bezeichneten Rohren trat 24 Stunden
nach der Impfung bei gewdhnlicher Temperatur -eine leichte Tritbung auf,
welche nach 48 Stunden deutlicher wurde. Nach 72 Stunden ward
die Flussigkeit' in Nr. I und IV milchig getriibt und zeigte bereits eine
blauliche Fluorescenz. Bei Nr. II erschien die Tribung etwas weniger
ausgesprochen, wihrend in den mit Nr. IT1 bezeichneten Rohren die
Fliissigkeit fast vollkommen klar blieb. Am sechsten Tag zeigte Nr. I
starke Tribung, gelbliche' Verfirbung des Inhaltes und eine griinliche
Fluorescenz, Nr. IT war schwicher getritbt, Nr. IIT war noch ganz klar,
wahrend Nr. IV sehr starke Tribung bei geringer Fluorescenz aufwies.
Sechs Monate nach der Impfung (im April 1900) zeigten Nr. I und
IV starke Tritbung, gelbliche Verfarbung des deutlich und charakteristisch
aromatisch riechenden Inbaltes und griinliche Fluorescenz. An der.Ober-
fiiche der etwas dicklich gewordenen Culturflissigkeit haben sich kleinere
und grossere, thombische, farblose Krystalle ausgeschieden, von denen ein-
zelne sich zu Boden gesenkt haben. Die schimmernden Flichen dieser

! Thumm behauptet, dass die meisten Forseher nur deswegen mehrere (2-3) Pig-
mente aus ihren Culturen isoliren konnten, weil sie mit complicirten organischen Verbin-
dungen (Bouillon, Agar, Gelatine) arbeiteten, in denen aus der Zersetzung des Eiweiss-
molekiils gefirbte Korper in geringer Menge leicht gebildet werden kénmen. In den
von ihm angewendeten einfachen Nihrlosungen kénnen aber solche Pigmente nicht
entstehen, and die bei Abwesenheit der phosphorsauren Salze auftretende blaue Farbe
erklirt Thumm einfach als Lichtbrechungserscheinung, da doch jede leicht getriibte
Fliissigkeit einen blauen Schimmer zeigt (a. a. 0. 8.79).

2 Vgl. die Arbeit Thumm’s S. 12.
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Krystalle erscheinen fein gerippt. ~ Durch Schitteln wird das Aussehen
der Cultur nicht wesentlich verindert. An Chloroform wird kein Pyo-
cyanin abgegeben.

Bei den mit Nr. IT versehenen Rohren sind ungefibr dieselben Ver-
dnderungen eingetreten!, wahrend bei den phosphorfreien, mit Nr. III
markirten, die Fliissigkeit zwar klar blieb, jedoch eine schon blaue Farbe
annahm. Bodensatz spirlich, durch Schiitteln wird derselbe aufgewirbelt
und der Inhalt dadurch etwas getriibt, die blaue Farbe wird aber dadurch
nicht verindert. Keine Krystallbildung?, keine Fluorescenz, keine Geruchs-
entwickelung. An Chloroform wird reichlich Pyocyanin abgegeben.

Im Juli 1900 ,,status idem®,

2, Auch die selbst geztichteten Culturen des Bac. pyocyaneus j3,
welche in den gewodhnlichen Nihrmedien so sehr von denen des Bac.
pyocyaneus ¢ abweichen, glichen jetzt den oben beschriebenen fast ginz-
lich. Auch hier tritbten sich die mit I, II und IV bezeichnoten Réhren
ziemlich stark und schon nach 72 Stunden war eine deutliche, griinliche
Fluorescenz wahrzunehmen. Gleich wie bei Bac. pyocyaneus «, blieben
auch hier die sub Nr. III Rohren lange Zeit hindurch vollkommen klar
und farblos, so dass man meinen konnte, sie wiren steril geblieben, bis
nach mehreren Wochen, bei ganz leichter Tribung, die blaue Farbe er-
schien und eine viel grossere Intensitit, als beim erstgenannten Bacillus
erreichte. Es fehlte dabei die Fluorescenz sowohl, als auch der aromatische
Geruch.

Wir sehen also, dass in den mit Nr. I, II und IV bezeichneten
Rohren, gleichgiltis mit welcher der beiden Pyocyaneusracen dieselben
abgeimpft werden, kein Pyocyanin erzeugt wird, wihrend umgekehrt in
den sub Nr. III Culturen, in denen die Phosphorsiure fehlt, bei ganz
geringfiigiger Vegetation reichlich Pyocyanin gebildet wird. Daraus aber,

! Es fiel auf, dass trotzdem alle Culturréhrchen, in einem Zeitraum von neun
Monaten, gleichmissig der Verdampfung preisgegeben waren, die Flitssighkeit in
denjenigen Rohren sich am stirksten verminderte, in demen das iippigste Bacillen-
wachsthum zu beobachten war, d.i. also in den mit I, II und IV bezeichneten. Es
seheint also, dass diese Culturen durch reichliche Gasebildung stérker an Volumen
verloren haben, und wir wissen ja, seit Jakowski’s Arbeit (a. a. O. S.485—487),
dass der Bac. pyocyaneus ausser anderen Substanzen auch Schwefelwasserstoff und
Methylmercaptan producirt.

> Auch die Krystallbildung in den Culturen schien wesentlich von de:x
Vermehrung der Bakterien abzuhingen. Krystalle zeigten sich nimlich nur in den
Rohren, in denen lebhaftes Keimen zu beobachten war (in Nr. I, II u. IV), wihrend
in den mit Il bezeichneten und den steril belassenen Culturrohren, keine Krystalle
gebildet wurden.
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dass einerseits die Culturen des Bac. pyocyaneus «, weleche weder in
Bouillon noch in Gelatine oder in Agar Pyocyanin produciren, plotzlich,
beim Fehlen des Phosphors, dasselbe bilden, und dass anderseits die
Culturen des Bac. pyocyanin 8, die in allen den gewdhnlich beniitzten
Néhrmitteln Pyocyanin bereiten, in den mit Nr. I, IT und IV bezeichneten
Culturen dasselbe nicht mehr erzengen, geht die enge Verwandtschaft der
beiden Racen auf’s Deutlichste hervor. v

In einer zweiten Versuchsreihe, in- der ich die Menge des der Néhr-
losung zugesetzten phosphorsauren Kaliums auf das !/; verringerte, er-
schien die blaue Farbe, wenn auch mit geringerer Intensitit, auch bei den
mit-I, IT und IV bezeichneten Culturen des Bac. pyocyaneus #, jedoch
nicht bei denen des Bac. pyocyaneus ¢ (vgl. auch Gessard, Thumm,
S. 49 u. A).

Wenn nun Thumm (auf S. 78) behauptet, dass beim Fehlen des
Phosphats ein kaum merkliches Wachsthum und in Folge dessen auch
keine Fluorescenz stattfindet, so ist dies nach dem eben Erwihnten nicht
richtig. Wachsthum und Farbstoffbildung sind némlich Eigenschaften,
welche nicht immer in geradem Verhiltnisse zu einander stehen, und oft
hemmen die #usseren Bedingungen die Entwickelung der einen Eigen-
schaft, wibrend sie die der anderen begiinstigen.

Noch auf einen Punkt der letztgenannten interessanten und fleissigen
Arbeit mochte ich hier aufmerksam machen. Es wird (auf S. 72) be-
hauptet, dass beim Schiitteln einer Pyocyaneus-Cultur keine Leukosubstanz
zu Pyocyanin oxydirt wird, sondern dass dabei das in der Oberfliche ge-
bildete und in der Ruhe auch dort verbleibende Ammoniak in die Tiefe
dringt- und die griine Fluorescenz verursacht, Zum Beweise fihrt dieser
Forscher folgendes Experiment aus. In einem Scheidetrichter wird der
Bac. pyocyaneus in Gelatine geziichtet bis vollstindige Verfliissigung ein-
getreten ist, dann ldsst er die untere Halfte in eine Culturréhre aus-
laufen und schiittelt beide Theile separat und heftig durch. Die obere
Partie fluorescirt alsdann stark moosgriin, wihrend die untere gar micht
fluorescirt. Daraus folgert Thumm, dass die Annahme Ledderhose’s
von der Bildung des Pyoeyanins durch Oxydation eines Leukofarbstoffes
nicht riehtig sein kann. Ich wiederholte diesen Versuch mif Culturen
des Bac. pyocyaneus ¢ und den eigenen und fand, dass Thumm in Be-
zug auf den Bac. pyocyaneus e, der iibrigens auf den gewohnlichen Nihr-
boden kein Pyocyanin producirt, Recht hat, und dass in der That die Ein-
wirkung des Alkalis auf den gelben Farbstoff die Fluorescenz bewirkt.
Was aber den echten Bac. pyoeyaneus S der eigenen Culturen anbetrifft,
so ist diese Ansicht als absolut unrichtig zu nennen, denn beim Schiitteln
wurden beide Hilften schon und tief blaugriin.
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Zum Beweise, dass das Pyocyanin nicht als solches vorgehildet, sondern
wirklich das Produkt der Oxydation einer Leukosubstanz (im Sinne
Nigeli’s, Ledderhose’s u. a. Autoren) ist, fihrte ich folgenden Versuch
aus. L#sst man eine durch Schiitteln griin gewordene Cultur des Bac.
pyocyaneus [ durch einige Zeit ruhig stehen, so wird sie allmahlich, von
unten beginnend nach oben entfirbt, und nur die Oberfliche behilt ihre
griinliche Farbe. Das Pyocyanin wird von den sauerstoffgierigen Bakterien
desoxydirt und in die farblose Verbindung zuriickgefithrt. Kochte ich
aber oder sterilisirte eine bereits griingefirbte Cultur bis zur Abtédtung
aller Bakterien, so behielt dieselbe die einmal angenommene griine Farbe
unverindert lange fort. Erst als ich .dieses Culturrdhrehen durch einen
starken und dichten Gummischlauch mit einer zweiten sauerstoffabsorbirenden
Rohre, in die ich Pyrogallussiure in alkalischer Losung that, in Ver-
bindung setate, verschwand die grimne Farbe. Entfernte ich den ver-
bindenden Schlauch und schiittelte das Rohrchen, auch ohne dessen Watte-
verschluss abzunehmen, ein paar Mal durch, so wurde das Pyocyanin rasch
wieder hergestellt.

Auch ein eben geimpftes Bouillonréhrehen setzte ich in Verbindung
mit dem sauerstoffabsorbirenden Apparat. Der Bacillus vermehrte sich
auch jetzt mit grosster Lebhaftigkeit, und die Flussigkeit triibte sich, aber
ausser der gelben Verfirbung war kein blauer Farbstoff und keine Fluorescenz
zu beobachten. Nach sechs Tagen wurde der Schlauch entfernt und die
Cultur einige Mal hin und her geschwenkt, worauf fast augenblicklich die
grime Farbe zum Vorschein kam. Dasselbe fand statt, als ich eine gelb-
liche unter Sauerstoffmangel gewachsene Cultur durch Kochen zuerst
sterilisirte und dann erst der Lufteinwirkung aussetzte. Auch diese Cultur
wurde augenblicklich griin und blieb fortan so gefarbt.

Aus dem Gesagten geht mithin hervor:

1. Dass trotz gegentheiliger Behauptungen zwel Racen des Bae.
pyocyaneus existiren, welche nicht nur in biologischer Hinsicht, sondern
auch in morphologischer Bezichung (in ihren Agar-Strichculturen) von
einander abweichen, deren nahe Verwandtschaft jedoch auch dadurch
bewiesen wird, dass, bei der Eliminirung der Phosphorsiure aus den
Culturfliissigkeiten, alle Pyocyaneusracen plétzlich Pyocyanin produciren.

2. Dass der Bac. pyocyaneus « keinen blauen Farbstoff, wohl aber
eine blaue, rasch griin werdende Fluorescenz auf den gewdhnlich beniitzten
Nahrmedien bereitet.

3. Dass der Bac. pyocyaneus 8 thatsichlich Pyocyanin bildet, und
dass dasselbe, trotz der Behauptung Thumm’s, nicht nur aus den compli-
cirten Nahrboden, sondern auch aus den kiinstlichen einfachen Néhr-
losungen isolirt werden kann.
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4, Dags das Pyocyanin aus einer Leukosubstanz durch Sauerstoff-
zufubr entsteht, und dass dazu gar nicht einmal die Anwesenheit von den
lebenden Bacillen nothwendig ist, da die Verinderung auch in einer
sterilisirten Cultur vor sich gehen kann.

5. Dass der Bac. pyocyaneus auch unter Sauerstoffabschluss
nicht nur gut leben und wachsen, sondern auch die erwihnte Leuko-
substanz produciren kann.

6. Dass durch hohe Temperaturen (Sterilisation} weder das Pyocyanin
selbst, noch dessen Leukosubstanz zersetzt werden kann, und endlich

7. dass das Pyocyanin, indem es von den Bakterien reducirt wird,
eine Sauerstoffquelle fir dieselben genannt werden kann.! Werden
die Mikroorganismen abgetddtet, so findet spontan keine Reduction mehr
statt. Eine solche kann dann nur mehr durch sauerstoffabsorbirende Mittel

bewirkt werden.

t Auf S. 261 wurde erwihnt, dass die grine Farbe der Culturen mit zunehmen-
dem Alter stirker wird, und endlich, auch in der Ruhe, das ganze Rohrchen, bis
tief herunter, einnimmt. Dies ist so zu erkliren, dass das Pyocyanin nur so lange
verindert wird, als noch eine Vermehrung der dasselbe reducirenden Bacillen statt-
findet. Dann wird kein oder nur mehr wenig Sauerstoff verbraucht und das Pyo;
cyanin bleibt unverindert liegen und firbt die ganze Cultur. Erst spiter, nachdem
auch die Bildung des Pyocyanins aufgehort hat und das schon gebildete allmihlich
zersetzt wurde, nimmt die Cultur eine braune Farbe an.



