
Zur Farbstoffproduction des Bacillus pyocyaneus. 

Von 

Dr. A n t o n  A~ C h r i s t o m a n o s  
in Athen. 

Das auff~llige Ph~nomen, dass eine gelbliche, grfinlich fluorescirende 
Bouilloncultur des Bacillus pyocyaneus, die ich aus dem Exsudate eines 
mit acuter eiteriger Gonitis behafteten jungen Mannes erhielt, beim 
Schfitteln plStzhch eine bliiuhch-smaragdgrfine Farbe annahm, bewog reich, 
die Ergebnisse der ausfiihrlichen Arbeit yon K. Thumm 1, nach welcher 
alle fluorescirenden Bakterien, unter anderen auch der Bacillus des blauen 
Eiters, nut einen gelbhchen abet keinen blauen Farbstoff produciren sollten, 
einer abermahgen Prfifung zu unterziehen. 

T h u m m  behauptet n~mlich, dass die verschiedenen F~irbungen der 
Culturen dieser Bakterienarten auf einen e in zig e n gelben Farbstoff zuriick- 
zuffihren sind, dessen concentrirte, w~sserige LSsung. orangegelb, die ver- 
dfinnte gelb ist. Beide LSsungen fluoresciren blau. Die blaue Fluorescenz 
kann abet durch Zusatz eines Alkalis in eine grfine fibergehen. Diese 
Ver~nderung geht auch thats~chlich vor slob, wenn die dazu nSthige 
hlkalimenge allm~hhch yon den Bakterien selbst erzeugt wizd, und be- 
kanntlich sind alle fluorescirenden Bakterienarten durchweg Alkalibildner. 
Die anfiinghch vorhandene blaue Fluorescenz geht somit, dureh Einwirkung 
des Alkalis auf den gelben Farbstoff, in eine grfine fiber, und aus dieser 
Einwirkung, nicht aus dem Vorhandensein mehrerer Farbstoffe, wie bisher 
angenommen wurde, will nun T h u m m  die verschiedenen F~rbungen der 
Culturen dieser Bakterien im Allgemeinen und die des Bac. pyocyaneus 
insbesondere erkl~ren. 

1 K. T h u m m ,  Beitrlige zur JBio~ogie der fluorescirenden Bakterien. Karls- 
ruhe 1895. 
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WAhrend nun Iqiigeli 1, Ledderhose  2, Kunz 3, E rns t  ~, G i ra rd  s, 
Gessa rd  6 und mehrere andere Autoren den beim Schfitteln einer Bouillon- 
cultur des Bac. pyocyaneus auftretenden blauen, in der gelbhchen Bouillon 
jedoch griin erscheinenden , Farbstoff aus der Oxydation einer in den 
Culturen enthaltenen Leukosubstanz dutch den Luftsauerstoff zu Pyocyanin 
ableiten, behauptet Thumm,  dass bei dieser Gelegenheit nur eine grfine 
Fluorescenz aufzutreten pflegt. Das aussehliesslieh an der Oberfl~iehe ge- 
bfldete Alkali (Ammoniak) vertheilt sieh beim SohQtteln in der ganzen 
Cultur und wirkt, im oben erwAhnten Sinne, auf den gelben, ebenfalls 
an der OberflAche gebildeten, rascher jedoch als das Alkali in die Tiefe 
dringenden Farbstoff ein. Er widersprieht demnach allen fiber die Farb- 
stoffproduction des Bao. pyoeyaneus bisher giltigen Annahmen und negiert 
die Existenz des allgemein bekannten Pyoeyanins, dessen Bildung doeh 
so auffallend ist, dass die Yermuthung, dasselbe ware yon den besten 
Bakterienforschern, welche sieh mit diesem Thema befasst haben, dennoeh 
nieht gesehen worden, als unmSglich gelten muss. Ich wfirde die Resultate, 
zu denen T h u m m  gelangt ist, nur dann erklAren kSnnen, wenn ieh an- 
nehmen diirfte, dass dieser Forscher zuf~llig nicht die Pyoeyanin erzeugende 
Abaft dieses Bacillus in seinen HAnden butte. Dies scheint lair abet um 
so wahrseheinlicher, als aueh ich, bei der Bestellung yon Culturen des 
Bac. pyoeyaneus ~ und/?, aus zwei der bestrenommirten bakteriologischen 
Instituten, Bakterien erhielt, die in den gewShnliohen NAhrmedien keinen 
blauen Farbstoff, sondern nur die blaue und die grfine Fluoreseenz, neben 
einem gelben Farbstoff, in der yon T h u m m  genau angegebenen Reihen- 
folge ]?roducirten. 

Beim nAheren Studium des Gegenstandes fiberzeugte ieh reich, dass 
aueh in den Arbeiten der meisten fibrigen • trotz Congruenz der 
Resultate in ihrenHauptzfigen, Meinungsversohiedenheiten genug aufzu- 
~eiehnen sind, deren Studium und ErklArung yon Interesse sein dfirfte. 

Im FoIgenden sei es mir erlaubt, einige zu diesem Zweeke angef-fihrte 
Untersuehungen mitzutheilen. 

x C. v. Ni~geli,  Unter~uehungen ~ e r  nledere Pilze. Biiinchen-Leipzig 1882. 
2 G. L e d d e r h o s e ,  Ueber  den blauen Eiter. ;Deutaehe Zeitaehrif$ f. Chirurgie. 

1888. Bd. XXVIH. 
8 K u n z ,  Bakteriolog.-chemische Untersuchung einiger Spal~pilzarten. Sitzungs- 

be~iehte der Wiener Akademie der Wissensehaften. 1880. Bd. XCVlI. 
4 P. E r n s t ,  Ueber einen neuen Bacillus des blauen Eiders. J~ese Zeigze]~rift. 

Bd. II. 
5 G i r a r d ,  JDeutsche Zeitae~rlftfi~r C~irurg{e. 1876. Bd. VII. 
6 C. G e s s a r d ,  De la pyocyanine ct son microbe c~c. Ts de _Paris. 1882. 

Nr. 248. - -  CompL rend. 1882. T. XCIV. lqr. 8. - -  ~Bulletin mddlcal. 1899. Nr. 55. 
17" 
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Was zun~ichst die m o r p h o l o g i s c h e n  Eigenschaften dieses yon 
Gessard  1 entdeckten ~fikroorganismus betrifft, so wissen wir, und die 
eigenen Untersuchungen stimmen mit den bisher bekannten vollkommen 
iiberein, dass GrSsse und Ges ta l t  dieser Spaltpilze ganz auffallend sich 
ver~ndem kSnnen, je naohdem man der N~ihrbouillon verschiedene Sub- 
stanzen zusetzt, wie dies Gu igna rd  und Charrin 2 gezeigt haben, dass 
sie sich nut durch Thei lung vermehren, wie auch Jakowski  S aus dem 
constanten Fehlen yon Sporen schliesst, dass sie E igenbewegungen  
besitzen, welehe ihnen wahrscheinlioh yon endst~ndigen Geisseln mitge- 
theilt werden, und dass sie sieh mit den gewShnliehen Anilinfarbstoffen 
gut f~rben lassen. 

Die biologisehen Eigenschaften sind dagegen viel complicirter als 
die morphologischen und deren Ermittelung und Verst~indniss daher viel 
schwieriger. Man unterscheidet bekannflich in dieser ]~t_insicht, seit der 
Ernst 'sehen Arbeit, zwei Variet~ten oder Unterarten, den Bao. pyocya- 
neus a und den Bae. pyooyaneus 8, und es sei yon vornhinein erw~hnt, 
dass der  Spaltpflz unserer Culturen mit dem Ernst'sohen fl-Bacillus voll- 
kommen fibereinstimmte. 

Dutch das Plattenverfahren wurde er zun~chst yon den iibrigen im 
Sekrete der Wunde unseres Kranken enthaltenen Keimen befreit und 
isolirt in Bouillon~ Gelatine, Agar und auf Kartoffeln cultivirt. Das 
Studium seiner Farbstoffproduetion war in mehrfaeher Beziehung anregend, 
ein yeller Einblick in dieselbe liess sieh aber erst duroh Vergleichung 
dieser Culturen mit Culturen des Bao. pyocyaneus a gewinnen. 

Die Bou i l lonou l tu r  zeigte im Cultursohrank, bei einer Temperatur 
yon 32~ C., szhon nach 24 Stunden eine deutliche, gleichm~issig ver- 
theilte, weissliohe Trfibung, wiihrend am zweiten und ncch mehr am 
dritten Tage neben der Zunahme der Trfibung auch die Farbe der friiher 
ganz blassen Bouillon deutlich gelblieh wurde. Gleichzeitig erschien eine, 
an der Oberflache am st~rksten ausgesprochene, grfinliche Fluorescenz. 
Veto vier~en, h~ufiger abet erst veto ffinften Tage an, trat an der Ober- 
fl~iche der nunmehr stark getrfibten und yon einem weisslichen tI~utchcn 

1 Gessa~d ,  a. a. O. - -  Ausserdem .dnnale8 de l'Institut_Pasteur. 1890. p. 65. 
G u i g n a r d  e~ C h a r r i n ,  ~ur les variations morphologiques des miorobes. 

Compt. rend. de l'.dcad, des sciences. 5 Ddc. 1887. 
s M. J a k o w s k i ,  BeRr~ge zur Lehre yon den Bakte'rien des blauen Eiters. 

Diese Zeit~ehrift. Bd. XV. S. 480. 
4 Siehe auch die .Bakteriologizehe Diagnostik yon L e h m a n n  and N e u m a n n .  

1896. Bd. I]- Taft 29. - -  Diese Geisselfi~iden konnte ich jedocl~, trotz wiederholter 
Versuche, mix nicht zur Ansicht bringen; dasselbe berichtet auch J a k o w s k i ,  
a, a. O. S. 48. 
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bedeckten Cultur eine grfinliche Verf~rbung auf. Diese anf~nglich hell- 
grfine und sparer smaragdgrfine Farbe der oberen Schiehten ging all- 
m~hlich in eine dunkelblaugrfine Verf~rbung der ganzen Cultur fiber. 
Dazu war jedoch stets ein Zeitraum yon 2 bis 3 Woehen nothwendig. 

Bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  machten die Culturen dieselben Ver- 
~nderungen dutch, nnr benSthigte ihr Auftreten einen viel l~ngeren Zeit- 
raum. Aueh die I~enge der zur Kultur verwendeten l~lfissigkeit fibte 
einen Einfluss aus auf das langsamere oder rasehere Erseheinen des Pyo- 
eyanins. In grSsseren 1/4 bis 1/~ Liter Culturflfissigkeit enthaltenden:Kolben 
wurde niimlich viel sparer, erst nach 12 oder mehreren Tagen, die erste 
Spur tier grfinen Verf~rbung beobachtet, und dies selbst dann, wenn das zur 
Impfung verbrauchte Material tier h[enge der Culturflfissigkeit so ziemlieh 
analog war. Es scheint somit, dass weder das Pyoeyanin noch dessen 
Leukosubstanz yon vornherein gebildet werden, sondern erst dann, wenn 
gewisse Stoffe (Sauerstoff oder leicht Sauerstoff abgebende Substanzen) der 
N~ihrfltissigkeit dutch die sich vermehrenden Baoillen verbraucht oder 
andere gebildet worden sind, woduroh die Bacillen, unter gewissen Be- 
dingungen, zur Erzeugung des Farbstoffes gereizt werden. 

Schiittelt man dutch einige Sekunden eine an tier Oberfl~che leicht 
grfinlioh veffiirbte Kultur, so wird mit einem Male die ganze Flfissigkeit 
schSn moosgriin, w~hrend eine an der Oberfl~ehe sehon !ebhaft grfine 
Bouillon praehtvoll smaragd- oder auch blaugrfin wird. Hat das verwendete 
l~hrmedium eine bl~ssere Eigenfarb% dann bekommen die Culturen nach 
dem Aufsehtitteln einen mehr bl~uliehen Farbenton. 

Hi er sei noch erw~hnt, dass ~iltere sehon in tote dunkelgriine Culturen 
ihre Farbe dutch Schfitteln nicht mehr ver~ndern. L~sst man aber solohe 
~ltere Pyoeyaneusculturen noch einige Zeit lang stehen, dann geht die 
dunkelgrtine Farbe allm~ihhoh in eine schmutzig-dunkelbraun~oTfine fiber; 
zuletzt verschwindet die grfine Nfianee ganz, und die Bouillon wird wieder 
etwas heller und yon rein brauner Farbe. Dutch Schiitteln werden solche 
Culturen nicht mehr ver~indert. 

Sehfittelt man eine grfin werdende oder eine ~ltere, an sich schon 
grfine Cultur mit etwas Chloroform durcb, so f~rbt sich dies letztere, wie 
bekannt, schSn blau, bl~sser oder tiefer) je naeh dem Alter der Cultur und 
der vorhandenen Pyoeyaninmenge. Die Bouillon selbst wird dabei schmutzig- 
gelbhehgrau (Gessard, E rns t  u. s.w.). Zwisehen dem Chloroform und der 
darfiberliegenden Fliissigkeitsschicht sammelt sieh eine dritte (Ernst  a~ a. O. 
S. 379) Schieht an,. welehe aus kleinen nicht zusammengefiossenen Chloro- 
formtrSpfchen besteht, deren Zusammenfliessen dureh feine, aus den 
Bakterien der Cultur und sonstigen ungelSsten Stoffen entstandene Hfillen 
verhindert wird. 
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Der in Chloroform gelSste Farbstoff ist das yon Fordos  1 entdeckte 
Pyocyan in .  Beim langsamen Verdunsten des Chloroforms bilden sich, 
wie allgemein bekannt ist, feine azurblaue Nadeln und Rhomben, die 
Pyocyaninkrystalle, welche nach l~ngerem Stehen, rasoher noch beim Ein- 
betten in Xiylolcanadabalsam~ ihre blaue Farbe verlieren und bereits unter 
dem Auge des Beobachters, bei mikroskopischer Untersuchung, ihre Form 
beibehaltend, in die gelbliche Pyoxantose  fibergehen. 

Schfittelt man das pyocyaninhaltige Chloroform mit einer kleinen 
Menge anges~uerten Wassers, so verschwindet die blaue Farbe des ersteren 
sofort, das Chloroform entf/irbt sich, w/ihrend die darfiberliegende 
w/issrige Schicht schSn rosenroth wird. Dutch einige Tropfen Ammoniak 
kehrt die blaue Farbe zurfick, und nun kann das wiederhergestellte Pyo- 
cyanin veto Chloroform abermals aufgenommen werden. Die Pyocyanin- 
15sungen werden nach einiger Zeit durch den Luftsauerstoff entf~rbt. 

lqach Ledderhose ~ ist das Pyooyanin eine Base und hat vermuthlich 
die empirische Formel C14Hl,lq~O. Ist dasselbe abet wirklich eine Base, 
die dutch Alkalien frei wird, so muss ihre Verbindung mit S~uren, das 
P y o e r y t h r o n ,  ein Salz sein, dessen LSsungen rothgef~rbt und viel be- 
st~ndiger sind als die des Pyocyanins. Das Salz selbst krystallisirt nicht 
und l~st sich nicht in Chloroform, leicht dagegen in Alkohol und Wasser 
15sen. hus ~lteren, schon braun gewordenen Culturen, ist kein Pyooyanin 
mehr zu gewinnen. 

Auch in seinen Gelatine-,  k g a r -  und K a r t o f f e l c u l t u r e n  stimmte 
der yon mir geztichtete Bacillus mit dem yon Erns t  beschriebenen und 
yon Led derhose angenommenen Bac. pyocyaneus fl vollkommen iiberein. 
Selbst das Chamaleonph~nomen, welches Jakowski  8 nicht beobachten 
konnte, vermochte ich genau zu verfolgen. 

Die Reindarstellung des Pyocyanins beweist abet am Besten, dass 
wohl nur ein Irrthum vorliegen kSnnte, wenn T h u m m  die Bildung dieses 
Farbstoffes ganz in Abrede stellt. • der Vergleichung der eigenen 
Culturen mit denen des Bac. pyocyaneus ~4 fiberzeugte ich reich auch, 
dass der genannte Autor mit Culturen dieses Bacillus gearbeitet hat, oder 
mit solchen, die, sei es durch ihre verschledene Race, sei es durch liingere 

Fordos ,  ComTe. rend. T. LL p. 215 et T. LVI. 1o. 1128, 
L e d d e r h o s e ,  a. a. O. (aus dem pikrinsauren Salze bestimmt) S. 226. 

a J a k o w s k i ,  a. a. O. S. 482. 
Ieh liess mir veto Kr~l ' schen Institute in Prag Culturen des Bac. pyocy~neus-a 

und des Bac. pyoeyaneus-# senden. Beide glichen sieh jedochungemein, fluorescirten 
blau und griin und bildeten kein Pyoeyanin. Ich bekam aueh eine aus dem Wiirz- 
burger bakteriologischen Institute stammende Bac. pyoeyaneusI-Cultur, welche eben- 
falls, ohne Pyocyanin zu produciren, stark fluoreseirte. 
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Ziichtung, sei es endlich dutch andere Umst~nde, kein Pyocyanin mehr, 
sondern lediglich den fiuorescirenden Farbstoff erzeugten. Durch die 
interessanten Untersuchungen Gessard ' s  wissen wit abet, dass der Bao. 
pyocyaneus in verschiedenen Racen erseheint und nut Pyocyanin oder nur 
den fluorescirenden Farbstoff, oder beide, oder gar keinen Farbstoff bildet, 
je nachdem er auf pepton-, auf albuminhaltigem oder einem gemischten 
N~hrboden eultivirt wird, den Thierk5rper passirt I oder endlich auf 57 his 
580 erw~rmt wird. Wiederherstellung yon g~instigen Ern~hrungsbedingungen 
bringt jedoch in den meisten F~llen eine Cultur zu Stande, in der beide 
Farbstoffe gleichm~ssig vorhanden sind. 

Auch 1Kfihsam und S c h i m m e l b u s c h  2, Noesske S, Sch i i rmeye r  4 
u. a. • negi~en im Einklange mit Gessard 5 die Existenz ver- 
schiedener, pr~existirender und seharf abgegrenzter Variet~ten. Sie be- 
haupten vielmehr, dass die einzelnen Bakterien jeder Pyocyaneus-Cultur 
in ihren Eigenschaften um ein Geringes yon einander differiren, und wenn 
zuf~llig in den Culturen, dutch die jeweiligen Zfichtigungsbedingungen, das 
ein Mal diese und das andere Mal jene, etwas verschiedene Eigenschaften 
besitzende Bakterien das Uebergewicht gewinnen, dann kann leicht die 
ggnze Cultur als einer a'nderen Race angehSrig erscheinen. Bringt man 
abet diese, scheinbar verschiedenen Racen in glycerinhaltigen Agar, so 
bildet sich nach Gessard s stets wieder Pyocyanin, wodureh die Einheit 
der Species Bac. pyocyaneus klar hervortritt. 

Dem gegeniiber muss ich hervorheben, dass die Ergebnisse vorliegender 
Untersuchung mit der Ernst ' schen Auffassung vollkommen ~iberein- 
stimmen. E rns t  unterseheidet zwei Variet~ten crier Spielarten des Bac. 
pyocyaneus, den ~- und den ~'-Bacillus, deren ]Kerkmale so charakteristisch 
sind, dass er (a. a. 0. S. 381) ,,niemals auch nut im Geringsten im Zweifel 
war, welche der beiden Racen vorlag, niemals blassten Charakteze ab zu 
Gunsten einer Ann~herung". Auch ieh konnte :niemals eSn Uebergehen 
der einen Race in die andere, trotz zweij~hriger Zfichtung unter den ver- 

i Vgl. auch J a k o w s k i ,  S. 484--485. 
o. Mi ihsam u. S e h i m m e l b u s c h ,  Archivf .  lclin. Chir~rgle. 1893. Bd. XLVL 

S. 62'7 ft. 
N o e s s k e ,  Beitrdge zur klin. Cld~n~rgie. Bd. XVIIL 

4 S c h i i r m e y e r ,  Diese Zeitsel~rift. 1895. Bd. XX. S. 281ff, 
G e s s a r d ,  Microbes chromog~nes s pigments solubles. Bulletin mddici•. 

1899. Nr. 55. p. 651. 
I c h  konnte diesen Sa~z nieht bestiitigt finden. Glycerin-Agar fief bei dem 

jenigen St~mmen, welehe auch sonst kein Pyocyanin produeirten, d. i. bei der a- 
Race des Bac. pyoeyaneus, keine Farbstoffbildung hervor, eher verblasste um ein 
Geringes der sons~ reichlieh farbstoffbildende Stature (der Bac. pyoeyaneus ~). 
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schiedensten Ern~hrungsbedingungen, beobachten. Stets konnte ich ganz 
sicher (bei • der gewShnlichen NiihrbSden, Bouillon, Agar, 
Gelatine, Kartoffel) die eine yon der anderen untersGheiden. 

Die Unterscheidungsmerkmale, welche dies ermSglichten, beschr~nkten 
sigh jedoch nicht nut auf das schnellere oder langsamere Wachsthum, 
auf die schnellere oder langsamere u der Gelatine und die 
verschiedene Farbstoffproduction, sondern auch auf die morphologischen 
Charaktere der Culturen, welche bisher als gar night oder nut wenig 
verschieden beschrieben werden. 

�9 , i 

/ 

1 

Fig. 1. Fig. 2. 

Fertigt man auf Agar Strich- 
culturen des Bae. pyocyaneus  ez, 
so bemerkt man, dass tier Strieh 
sehr bald sieh zu einer nach oben 
zu spitzen, vogelfederartigen Figur 
umbildet, deren axialer Theft promi- 
nirt, wghrend beide Seiten abgeflacht, 
fein gerippt und am Rande ausge- 
buchtet ersoheinen (vgl. Fig. I). Die 
Colonie selbst ist weisslichgrau, das 
N~ihrmedium gelb, grfinlich fluores- 
cirend. 

Beim Bae. pyocyaneus  fl ist 
die Strichcultur anfangs der vor- 
erwahnten sehr ahnlich, sie ver~ndert 
sieh abet bald in der Weise, class 
die axialen, wellig gezeichneten Par- 
tieen flacher und durchscheinender 
erscheinen, wiihrend die Peripherie 
der Colonie compacter'wird und in 
Form eines peripheren, weisslich- 
grauen Bandes die ganze Colonie um- 
giebt (vgl. Fig. 2). Diese letztere selbst 

ist grauweiss, w~ihrend der Culturboden intensiv blaugrfin gef~rbt ist. 
Bei ktinstlicher (Gas)-Beleuchtung verliert bekanntlich die erstere 

Cultur ihre grtinliche Fluorescenz und erscheint blassgelblich, wiihrend 
die ~-Cultur ihre grfine Farbe unvermindert beibe'hiilt. 

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

~ A. a. O. 
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ausgesprochenen Behauptung Thum m's i ausfiihrte. Ich bentitzte zuniichst 
die unveriinderte yon G essard ~ empfohlene Ni~hrfliissigkeit und bereitete 
ausserdem noch drei LSsungen, in denen ich der Reihe nach je eines der 
drei anorganischen Salze, aus denen sie neben bernsteinsaurem hmmon 
besteht, wegliess. Die damit versehenen RShrchen wurden mit den 
Nummern I, II, III  und IV bezeichnet u n d a m  8. November 1899 mit 
dem verschiedenen mir zu Gebote stehenden Materiale geimpft. 

Ammonii sueeinici 

Caleii chlorati . . . . .  

Kalii phosphor . . . . .  

Magnesii sulfur . . . . .  

Aquae . . . . . . . .  

I II  I I I  IV  

2"00 

0-25 

1 "00 

0 -50 

200 �9 00 

2-00 

1"0 

0-50 

200.00 

2.00 

0-25 

0-50 

200.00 

2-00 

0-25 

1.0o 

200-00 

1. Bacil lus pyocyaneus  ee (Bat. pyofluorescens) Gessard. In 
den mit den Nrn. I, II  und IV bezeichneten RShren trat 24 S t u n d e n  
nach der Impfung bei gew5hnlicher Temperatur eine leichte Trflbung auf, 
welche nach 48 S t u n d e n  deutlicher wurde. Nach 72 S t u n d e n  ward 
die FliissigkeR in Nr. I und IV milchig getrfibt und zeigte bereits eine 
bl~iuliche Fluorescenz. Bei Nr. II erschien die Triibung etwas weniger 
ausgesprochen, w~hrend in den mit Nr. III bezeichneten RShren die 
Fliissigkeit fast vollkommen klar blieb. Am sechs ten  Tag zeigte Nr. I 
starke Triibung, gelbliche Verf~rbung des Inhaltes und eine grfmliche 
Fluorescenz, Nr. II war schwiicher getrfibt, Nr. I I I  war noch ganz Mar, 
wiihrend Nr. IV sehr starke Triibung bei geringer Fluorescenz aufwies. 
Sechs Monate  nach der Impfung (ira April 1900) zeigten Nr. I u n d  
IV starke Trflbung, gelbliche Verffarbung des deutlich und charakteristisch 
aromatisch riechendea Inhaltes und grtinliche Fluorescenz. An der  Ober- 
fl~che der etwas dicklich gewordenen Cl~lturfliissigkeit haben sich kMnere 
und grSsscre, rhombische, farblose Krystalle ausgeschieden, yon denen ein- 
zelne sich zu Boden gesenkt haben. Die schimmernden Fliichen dieser 

' T h u m m  behauptet, class die meisten Forseher nur deswegen mehrere (2-3) Pig- 
mente aus ihren CuRuren isoliren konnten, well sie mR eompticirten organischen Verbin- 
dungen (Bouillon, Agar, Gelatine) arbeiteten, in denen aus tier Zersetzung des Eiweiss- 
molekiils gefi~rbte K5rper in geringer Menge leicht gebildet werden k5nnen. In den 
yon ihm angewendeten einfachen N~hrlSsungen kSnnen abet solehe Pigmente nicht 
entstehen, Und die bei Abwesenheit der phosphorsauren Salze auRretende blaue Farbe 
erkli~rt T h u m m  einfaeh als Lieh~brechungserseheinung, da doeh jede leicht getriibte 
Fliissigkeit einen blauen Sehimmer zeigt (a. a. O. S. 79). 

Ygl. die Arbeit T h u m m ' s  S. 12. 
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Krystalle erscheinen fein gerippt. D u t c h  Schfitteln wird das Ausseheu 
der Cultur nicht wesentlich ver~ndert. An Chloroform wird kein Pyo- 
eyanin abgegeben. 

Bei den mit Nr. II versehenen RShren sind ungel~hr dieselben Ver- 
~nderungen eingetreten 1, w~hrend bei den phosphorfreien, mit Nr. III  
markirten, die Fltissigkeit zwar klar blieb, jedoch eine schSn blaue Farbe 
annahm. Bodensatz sp~rlich, dutch Schfitteln wird derselbe aufgewirbelt 
und der Inhalt dadurch etwas getrfibt, die blaue Farbe wird aber dadurch 
nicht ver~ndert. Keine Krystallbildung~, keine Fluorescenz, keine Geruchs- 
entwickelung. An Chloroform wird reichlich Pyocyanin abgegeben. 

Im Juli 1900 ,,status idem". 

2. Auch die selbst gezfichteten Culturen des Bac. pyocyaneus  fl~ 
welche in den gewShnlichen N~hrmedien so sehr yon denen des Bac. 
pyocyaneus  ~ abweichen, glichen jetzt den oben beschriebenen fast g~inz- 
lich. Auch hier trfibten sich die mit I, II und IV bezeizhneten RShren 
ziemlich stark und schon nach 72 Stunden war eine deutliche, grfinliche 
Fluorescenz wahrzunehmen. Gleich wie bei Bac. pyocyaneus u, blieben 
auch bier die sub Nr. III RShren lange Zeit hindurch vollkommen klar 
Und farblos, so class man meinen kSnnte, sie w~ren steriI geblieben, bis 
nach mehreren Wochen, bei ganz leichter Tr~ibung, die blaue Farbe er- 
schien und eine viel grSssere Intensitht, als beim erstgenannten Bacillus 
erreichte. Es fehlte dabei die Fluorescenz sowohl, als auch der aromatische 
Geruch. 

Wit sehen also, dass in den mit Nr. I, II und IV bezeiehnetea 
R5hren, gleiehgiltig mit welcher der beiden Pyoeyaneusracen dieselben 
abgeimpft werden, kein Pyocyanin erzeugt wird, w~hrend umgekehrt in 
den sub Nr. III  Culturen, in denen die Phosphors~ure fehlt, bei ganz 
geringftigiger Vegetation reichhch Pyocyanin gebildet wird. Daraus aber, 

Es fiel auf, dass trotzdem alle CulturrShrchen, in einem Zeitraum yon neun 
Monaten, gleichmiissig der Verd amp fun g preisgegeben waren, die Fliis'sigkeit in 
denjenigen RShren sich am stiirksten verminderte, in denen das iippigste Bacillen- 
wachsthum zu beobachten war, d. i .  also in den mit I, II  und IV bezeichnetem Es 
schein$ also, dass diese Cul~uren durch reichliehe Gasebi/dung sti~rker an Volumen 
verloren hubert, und wir wissen ja, seit J a k o w s k i ' s  Arbei~ (a. a. O. S. 485--487), 
dass der Bac. pyocyaneus ausser anderen Substanzen auch Schwefelwassers~off und 
Methylmercaptan producirt. 

Auch die K r y s t a l l b i l d u n g  in den Culturen schien wesentlich yon del 
Vermehrung der Bakterien abzuhiingen. Krystalle zeigten sich niimlich nur in deI~ 
RShren. in denen lebhaftes Keimen zu beobachten war (in Nr. I, I I  u. IV), wghrend 
in den mit II1 bezeichneten und den steril belassenen CulturrShren, keine Krystalle 
gebildet wurden. 
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dass einerseits die Culturen des Bar pyooyaneus ~, welche weder in 
Bouillon noch in Gelatine oder in Agar Pyocyanin produciren, plStzlich, 
beim Fehlen des Phosphors, dasselbe bilden, und dass anderseits die 
Culturen des Bac. pyocyanin ~, die in allen den gewShnlich beniitzten 
N~hrmitteln Pyocyanin bereiten, in den mit Nr. I, II und IV bezeichneten 
Culturen dasselbe nicht mehr erzeugen, geht die enge Verwandtschaft der 
beiden Racen auf's Deutlichste hervor. 

In einer zweiten Versuchsreihe, in der ich die Menge des der N~hr- 
15sung zugesetzten phosphorsauren Kaliums auf das 1/s verringerte, er- 
sohien die blaue Farbe, wenn auch mit geringerer Intensitiit, auch bei den 
mit I, II  und IV bezeichneten Culturen des Bac. pyocyaneus #, jedoch 
nicht bei denen des Bac. pyocyaneus a (vgl. auch Gessard,  T h u m m ,  
S. 49 u. • 

Wenn nun Thumm (auf S. 78) behauptet, dass beim Fehlen des 
Phosphats ein kaum me,'kliches Wachsthum und in Folge dessen auch 
keine Fluorescenz stattfindet, so ist dies nach dem eben Erw~hnten nicht 
richtig. Wachsthum und Farbstoffbildung sind n~mlich Eigenschaften , 
welche nicht immer in geradem Verh~ltnisse zu einander stehen, und oft 
hemmen die ~usseren Bedingungen die Entwickelung der einen Eigen, 
schaft, w~ihrend sie die tier anderen begiinstigen. 

Noch auf einen Punkt der letztgenannten interessanten und fleissigen 
Arbeit mSohte ieh 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 Oberfl~che ge- 
bildete und in der Ruhe auch dort verbleibende Ammoniak in die Tiefe 
dringt und die grfine Fluorescenz verursacht. Zum Beweise ffihrt dieser 
Forscher folgendes Experiment aus. In einem Scheidetrichter wird der 
Bac. pyocyaneus in Gelatine geziichtet bis vollstiindige u ein- 
getreten i s t ,  dann l~sst er die untere H~ilfte in eine Culturr5hre aus- 
laufen und schfittelt beide Theile separat and heftig dutch. Die obere 
Partie fiuorescirt alsdann stark moosgrfin, w~ihrend die untere gar nicht 
fluorescirt. Daraus fotgert T h u m m ,  dass die Annahme Ledde rhose ' s  
yon der Bildung des Pyocyanins durch Oxydation eines Leakofarbstoffes 
nicht richtig sein kann. Ich wiederholte diesen Versuoh mit Culmren 
des Bac. pyocyaneus ~ und den eigenen und fand, dsss T h u m m  in Be- 
zug auf den Bao. pyocyaneus ez, der fibrigens auf den gewShnliohen Niihr- 
bSden kein Pyooyanin 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. pyocyaneus fl der eigenen Culturen anbetrifft, 
so ist diese Ansicht als absolut unrichtig zu nennen, denn beim 8chfitteln 
wurden beide H~lften schSn und fief blaugriin. 
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Zum Beweise, dass das Pyocyanin nicht als solches vorgebildet, sondern 
wirkhch das Produkt der Oxydation einer Leukosubstanz (ira Sinne 
N~geli 's ,  Ledderhose ' s  u. a. Autoren) ist, fiihrte ich folgenden Versuch 
aus. L~sst man eine dutch Schfitteln griin gewordene Cultur des Bac. 
pyocyaneus fi dutch einige Zeit ruhig stehen, so wird sic allmiihlich, yon 
unten beginnend nach oben entf~rbt, und nut die 0berfl~che behiilt ihre 
~,Tfinliche Farbe. Das Pyocyanin wird yon den sauerstoffgierigen Bakterien 
desoxydirt und in die farblose Verbindung zuriickgeftihrt. Kochte ich 
aber oder sterilisirte eine bereits grtingef~rbte Cultur bis zur AbtSdtung 
aller Bakterien, so behielt dieselbe die einmal angenommene griine Farbe 
unver~ndert lange fort. Erst als i c h  dieses CulturrShrchen durch einen 
starken und dichten Gummischlauch mit einer zwe~ten sauerstoffabs0rbirenden 
RShre, in die ich Pyrogalluss~ure in atka]ischer LSsung that, in u 
bindung setzte, verschwand die grfine Farbe. Entfernte ich den ver- 
bindenden Schlauch und schfittelte das R5hrchen, auch ohne dessen Watte- 
verschluss abzunehmcn, ein paar Mal dutch, so wurde das Pyocyanin rasch 
wieder hergestellt. 

Auch ein cben geimpftes BouillonrShrchen setzte ich in Verbindung 
mit dem sauerstoffabsorbirenden Apparat. Der Bacillus vermehrte sich 
auch jetzt mit grSsster Lebhaftigkeit, und die Flfissigkeit trfibte sich, aber 
ausser tier gelben Verfiirbung war kein blauer Farbstoffund keine Fluorescenz 
zu beobachten. Nach sechs Tagen wurde der Schlauch entfernt und die 
Cultur einige ~al  bin und her geschwenkt, worauf fast augenbhcklich die 
grfine Farbe zum Vorschein kam. Dasselbe fund statt, als ich eine gelb- 
hche unter Sauerstoffmangel gewachsene Cultur dutch Kochen zuerst 
sterilisirte und dann erst der Lufteinwirkung aussetzte. Auch diese Cultur 
wurde augenbhcklich grfin und blieb fortan so gef~rbt. 

• dem Gesa~en geht mithin hervor: 
1. Dass trotz gegentheiliger Behauptungen zwei Racen des Bac. 

pyocyaneus existiren, welche nicht nut in biolo~ischer H_insicht, sondern 
auch in morphologischer Beziehung (in ihren Agar-Strichculturen) yon 
einander abweichen, deren nahe Verwandtschaft jedoch auch dadurch 
bewiesen wird, dass, bei der Eliminirung dcr Phosphors~ure aus den 
Culturflfissigkeiten, alle Pyocyaneusracen plStzlich Pyocyanin produciren. 

2. Dass der Bac. pyocyaneus  a keinen blauen Farbstoff, wolff abet 
eine blaue, rasch grfin werdende Fluorescenz auf den gewShnlich benfitzten 
N~hrmedien bereitet. 

3. Dass der Bac. pyocyaneus  fi thats~chlich Pyocyanin bildet, und 
dass dasselbe, trotz der Behauptung Thumm's ,  nicht nur aus den compli- 
cirten NahrbSden, sondern auch aus den kfinsthchen einfachen Nahr- 
15sungen isolirt werden kann. 
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4. Dass das Pyocyanin aus einer Leukosubs tanz  durch 8auerstoff- 
zufuhr entsteht, and dass dazu gar nicht einmal die Anwesenheit yon den 
lebenden Bacillen nothwendig ist, da die Ver~nderung auch in einer 
sterilisirten Cultur vor sich gehen kann. 

5. Dass tier Bac. pyocyaneus auch unter Saue r s to f f absch lus s  
nicht nut gut leben und wachsen, sondern auch die erw~hnte Leuko- 
substanz produciren kann. 

6. Dass dutch hohe Temperaturen (S ter i l is  ation) weder das Pyoeyanin 
selbst, noeh dessert Leukosubstanz zersetzt werden kann, und endlich 

7. dass das Pyocyanin, indem es yon den Bakterien reducirt wird, 
eine Sauers to f fque l l e  ftir dieselben genannt werden kann. 1 Werden 
die Mikroorganismen abgetSdtet, so finder spontan keine Reduction mehr 
start. Eine solche kann dann nur mehr dureh sauerstoffabsorbirende Mittel 
bewirkt werden. 

i Auf S. 261 wurde erw~hnt, dass die griine Farbe der Culturen mi~ zunehmen- 
dem Alter starker wird, und endlich, aueh in der Ruhe, das ganze RShrchen, bis 
fief herunter, einnimmt. Dies is~ so zu erkl~ren, dass das Pyocyanin nut so lange 
ver~ndert wird, als noeh eine Vermehrung der dasselbe redueirenden Baeillen start- 
finder. Dann wird kein oder nur mehr wenig Sauerstoff verbraucht und das Pyo- 
cyanin bleib~ unver~ndert liegen und f~rbt die gauze Culmr. Erst sp~iter, naehdem 
auch die Bildung des Pyoeyanins aufgehSrt hat und das sehon gebilde~e allm~ihlich 
zerse~zt wurde, nimm~ die Cultur eine braune Farbe an. 


