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II. Aus dem Institut fiir Infekiionskrankheiten in Berlin.
(Direktor: Geh. Med.-Rath Prof. Dr. Koch))

Ueber losliche, durch aseptische Autolyse
erhaltene Giftstoffe von Ruhr- und Typhus-
bazillen.

Von Dr. H. Conradi in Metz,
Leiter der bakteriologischen Anstalt fiir Lothringen.

Die Verdsffentlichung von Levy und Pfersdorff in No. 49 (1902)
dieser Wochenschrift veranlasst mich zur Mittheilung von Ver-
suchen, die vor 1!/, Jahren im Institut von mir angestellt und
vor der Zeit abgebrochen wurden, da meine Thitigkeit innerhalb
der staatlichen Commission zur Bekimpfung des Typhus im Re-
gierungsbezirk Trier mich vor andere Aufgaben stellte.

In einer friitheren Arbeit3) wies ich nach, dass bei Autolyse
thierischer Organe durch Einwirkung eines oder mehrerer in
den Korperzellen enthaltener Fermente Stoffe entstehen, die in vitro
die Blutgerinnung verzdgern oder aufheben. Wie weiter dar-
gethan werden konnte, spielen sich auch in der Pflanzenzelle
dieselben, durch autolytische Fermente ausgeldsten Vorginge ab,
indem z. B. die Hefezelle bei der Selbstverdauung die Blutgerin-
nung hemmende Abbauprodukte entstehen lisst. Ich konnte ferner
zeigen,?) dass aus der Autolyse thierischer Organe Substanzen
hervorgehen, welche ansehnliche bakterientddtende Eigen-
schaften besitzen. Und wieder konnte der Nachweis gefiihrt werden,
dass auch die pflanzliche Zelle, die Hefezelle, bei der autolytischen
Zersetzung baktericide Stoffe produzirt. Sonach bestand hier
wie dort eine weitgehende Uebereinstimmung im Chemismus von
Thier- und Pflanzenzelle. Da nun die Bakterienzelle auf Grund

") Dieselben zeigen einen hohen Grad von Siurefestigkeit und
behalten bei der Behandlung mit Anilinwasserfuchsin, salzsaurem Alko-
hol und Methylenblau eine rosa bis leuchtend rothe Farbe, sodass man
sie fiir basophil halten miisste. In dem neutralen Farbgemisch von
May & Griinwald (Methylenblau-Eosin) tingiren sie sich jedoch in der
violetten Mischfarbe, verhalten sich also wie neutrophile Granulationen.

?) Niheres siehe in der ausfiihrlichen Publikation.

" Hofmeister’s Beitriige zur chemischen Physiologie und Pa-
thologie 1901, Heft 3 u. 4, S. 135—182.

4) Hofmeister’s Beitrige zur chemischen Physiologie und Pa-
thologie 1901, Heft 5 u. 6, S. 193—228.
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ihres morphologischen und biologischen Verhaltens den ptlanz-
lichen Zellen nahe steht, so war man versucht, auch jene Zer-
setzungen, die in den Bakterienkulturen Platz greifen, der Wir-
kung autolytischer Bakterienfermente zuzuschreiben. Die schonen
Versuche von Emmerich und Léw hatten ja bereits gezeigt,
dass der Bacillus pyocyaneus in alten Kulturen Stoffwechselpro-
dukte bildet, die baktericide Eigenschaften entfalten. Man konnte
daher bereits eine #hnliche Entstehung dieser baktericiden Sub-
stanzen und der von mir aufgefundenen bakterientddtenden Stoffe
der Thier- und Pflanzenzelle vermuthen. Und in der That ver-
schatften mir im Hofmeister’schen und Forster’schen Institut
in Strassburg bereits vor zwei Jahren angestellte Versuche die
Gewissheit, dass in jeder Bakterienzelle autolytische Fermente
priaformirt sind und demnach in jeder Uppig wachsenden Bakte-
rienkultur aus den durch Autolyse zerfallenden Bakterienleibern
baktericide, autolytische Zersetzungsprodukte entstehen, welche
die schwéchlichen Individuen der Bakterienzucht abtddten. Diese
Thatsache bringt auch fiir die bisher unerklirten interessanten Ver-
suche von Gotschlich und Weigang eine zureichende Erklérung.
Die Autoren fanden niémlich, dass die Kultur von Cholerabazillen
das Maximum der Entwickelung bei 87° zwischen 12 und 20 Stunden
erreicht ,und dann das Wachsthum nicht etwa bloss sistirt wird,
sondern ein rapides Absterben erfolgt, sodass im Mittel nach
zwei Tagen nur noch 7,439/, nach drei Tagen gar nur 0,8%,
der in der 20stiindigen Kultur vorhandenen lebenden Individuen
iibrig geblieben sind; in einem Falle starben in einer Kultur
bei 37¢ zwischen der 16. und 20. Stunde 10000 Millionen Indivi-
duen ab. Wurde dagegen die auf dem Hohepunkt der Entwicke-
lung stehende Kultur fernerhin beiEisschranktemperatur?) verwahrt,
so blieb die gesammte Individuenzahl erhalten.“?)

Die Deutung, welche diese Autoren und alle spéteren jener
merkwiirdigen Erscheinung gaben, vermag ich nicht anzuerkennen.
Die Ursache dieses Absterbens massenhafter Individuen bei Brut-
wirme liegt nicht etwa in der Erschépfung des N#hrbodens, wie
man annahm, sondern in der Entstehung baktericider, wasser-
l8slicher, autolytischer Zerfallsprodukte innerhalb jeder Bakterien-
kultur. Wenn ich ndmlich bereits ,erschipfte“ &ltere Cholerakul-
turen in sterile bakteriendichte Schilfsickchen einfiillte und durch
Dialyse die autolytischen, baktericiden Substanzen entfernte, so
konnte ohne Zusatz von frischem Nihrmaterial erneutes Wachs-
thum in bereits ,erschépften“ Schilfsack-Bouillonkulturen beobach-
tet werden.

Diese Wasserloslichkeit der autolytischen Stoffwechselpro-
dukte brachte mich nun auf den Gedanken, auch diejenigen gif-
tigen Zellsubstanzen der Bakterien in Losung iberzufithren, die
bisher auf keine Weise ohne erhebliche Herabsetzung ihrer Giftig-
keit vom Bakterienleib losgetrennt werden konnten. Bei der La-
bilitdt der bakteriellen Giftstoffe kam es vor allem darauf an, ihre
Extraktion in mdéglichst schonender Weise vorzunehmen. Nun
hatten mich friihere systematische Untersuchungen ) dahin gefiihrt,
die Nachtheile der antiseptischen und die Vortheile der aseptischen
Autolyse von Thier- und Pflanzenzellen kennen zu lernen. Ein
Vergleich lehrte n#dmlich, dass die von mir zuerst angewandte
aseptische Autolyse, die also auf Zusétze von Chloroform, Toluol,
Eucalyptusdl, Senfsl u. s. w. Verzicht leistet, ungleich stérkere
fermentative Wirkungen innerhalb der kiirzesten Zeit erzielt.
Alle antiseptischen Zusitze hemmen den enzymatischen Vorgang
der Autolyse, indem sie ihn abschwichen oder hinausschieben.
Fassen wir nun die Bakteriengifte als intermediiire bakterielle
Stoffwechselprodukte auf und fithren wir ferner die Entstehung
der wasserldslichen Bakteriengifte auf fermentative, autolytische
Prozesse des Bakterienlebens zuriick, so kommen wir zu der Vor-
stellung, dass die Darstellung der geldsten giftigen Bakterienpro-
dukte am besten gelingen wird, wenn wir die autolytischen Vor-
ginge innerhalb der Bakterienzelle am wenigsten beeinflussen.
Auf Grund dieser Erwigungen verzichtete ich prinzipiell auf die
antiseptische Toluol-Autolyse, wie sie nach dem Vorgange von
Ehrlich und Wassermann zur Darstellung des Diphtheriegiftes
und der iibrigen bislang gewonnenen Bakteriengifte angewandt
wurde. Meine Methode der Darstellung wasserldslicher

1) Citirt nach Gotschlich in Fligge’s Mikroorganisman 1896,
S. 123.

?) Bei dieser Temperatur hort namlich die schidigende Wirkung
der autolytischen Fermente auf.

%) a’a 0.

Toxine beruht auf kurzdauernder aseptischer Autolyse
der Bakterien. Dieses Prinzip gewéhrt die Aussicht, die Dar-
stellung der Bakteriengifte zu vereinfachen und die rationelle
Gewinnung antitoxischer Sera anzubahnen. Im folgenden gebe
ich eine kurze Beschreibung des in Rede stehenden Verfahrens.

Der Nahrboden besteht aus schwach alkalischem, 39/, Fleisch-
wasseragar mit einem Zusatz von 19, Tropon. Man giesst den
Agar in grosse, ca. 20 em Durchmesser fassende Doppelschalen
aus, wie sie von v. Drigalski und vom Verfasser zum Zwecke der
Typhusuntersuchung angegeben wurden. Die betreffende Bakte-
rienart wird nun auf der Oberfliche des feuchten Nihragars mit
dem v. Drigalski’schen Glasspatel gleichméssig ausgestrichen.
Dann wird eine schmale periphere Zone lings der Innenseite des
Deckels mit sterilem Paraffin rings ausgegossen und so die untere
Schale luftdicht abgeschlossen. FEtwa zehn beschickte Doppel-
schalen stellt man fiir 20 Stunden in den Brutschrank bei 37°
und dffnet sie nach dieser Zeit durch behutsames Erwidrmen des
Paraffins. Mit Hiilfe eines sterilen Nickelspatels wird nun der
Bakterienrasen sdmmtlicher Schalen vorsichtig abgekratzt und
mittels steriler Pravaz’scher Spritze mit weiter Oeffnung aufgeso-
gen. Danach wird das ganze z#hfliissige Bakterienmaterial auf
mehrere enge, sterile Centrifugirréhrchen vertheilt. Man fiigt
jetzt jedem Réhrchen soviel 0,85 ¢/, sterile Kochsalzlgsung hinzu,
dass diese %/; der Gesammtmenge des Bakterienmaterials ausmacht.
Dann werden die Centrifugirrshrchen fiir 24, hochstens 48 Stun-
den in den auf 37,5° eingestellten Brutschrank verbracht. Nach
dieser Zeit wird die iiberstehende, gelblich gefdrbte, meist klare
Fliissigkeit sorgfiltig abpipettirt. Die vereinigten Fliissigkeits-
mengen versetzt man nun mit der fiinffachen Menge 0,85 9/, Koch-
salzlgsung und filtrirt sie durch Berkefeld’sche Thonkerzen.l)
Das Filtrat verbleibt solange im Eisschrank, bis seine Keimfreiheit
durch Uebertragung kleiner Mengen in Bouillonk§lbchen fest-
gestellt worden ist. Dann erst wird das Filtrat im Vacuumapparat
je nach Ausbeute auf 1/,,—1/;, seines Volumens bei 35¢ einge-
dampft. Dieses eingeengte Filtrat stellt das wasserlosliche Bak-
teriengift dar.

Ich méchte noch hervorheben, dass eine linger als
48 Stunden fortgesetzte aseptische Autolyse mir stets
schlechte Resultate geliefert hat, und zwar werden die
Giftlosungen um so schwicher, je linger die Einwir-
kung der Brutwirme wéahrt. Diese Thatsache ldsst nur
den Schluss zu, dass unter den gewdhlten Versuchsbe-
dingungen der Abbau der eben erst gebildeten Bakteriengifte
sich in kiirzester Zeit vollzieht. Eine deutliche Abnahme der
Toxizitét stellte sich auch ein, wenn das Bakterienmaterial
vor der Autolyse durch vorsichtige Einwirkung von Chloroform-
ddmpfen abgetddtet worden war, und nicht minder dann, wenn
innerhalb der verschiedensten Zeitrdume eine antiseptische Auto-
lyse durch Zusatz von Chloroform, Toluol, Eukalyptussl, Senfsl
u. s. w. herbeigefithrt wurde. Daraus folgt, dass die anti-
septischen Zus#tze diejenigen Stoffwechselvorgéinge
hemmen, die zur Bildung der Bakteriengifte fithren.

Das Verfahren der kurzdauernden aseptischen Auto-
lyse hat bisher die Darstellung von wasserlgslichen
Ruhr- und Typhusbazillengiften erméglicht. Zuerst fand
sich Gelegenheit, die Brauchbarkeit dieser neuen Methode bei
Untersuchung der Ruhrgifte zu erproben. Gelegentlich der Ruhr-
epidemie auf dem Truppeniibungsplatz Déoberitz im Jahre 1901
konnten v. Drigalski?) und Verfasser in 34 verschiedenen Féllen
Ruhrbazillen ziichten. Auf Veranlassung von Herrn Geh.Rath
Koch habe ich 24 verschiedene Stdmme einer vergleichenden
Betrachtung ihrer Toxizitdt unterworfen. Zun#chst todtete ich
nach dem Vorgange von Pfeiffer die Ruhrbazillen durch be-
hutsame Einwirkung von Chloroformdémpfen ab. Im Durch-
schnitt bewirkte dann 1/;—1 Oese (1 Oese = 2 mg) einer 24 stiin-
digen, abgetddteten Agarkultur bei intravendser Injektion die
tédtliche Vergiftung eines Kaninchens von 2-—3 Kilo inner-
halb drei Tagen. Bei Meerschweinchen von 250—300 g Gewicht

1) Abgesehen von der Filtration durch Thonkerzen kann man auch
eine — allerdings nicht unbedingt sichere — XKeimfreiheit der Gift-

15sung durch lange fortgesetztes Centrifugiren erzielen. Es ist jedoch
“erforderlich, die centrifugirte Fliissigkeit stets der Einwirkung von

Chloroformdimpfen auszusetzen, um etwa vorhandene Keime abzutddten.
%) Vertifentlichungen der Medizinalabtheilung des Koniglich Preussi-
schen Kriegsministeriums. Berlin 1902, Heft 2. =~ '
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war meist 1 Oese abgetdodteter Kultur erforderlich, um bei in-
traperitonealer Einspritzung den Tod des Versuchsthiers herbei-
zufihren. Die mit den gebriiuchlichen Verfahren (Chamberland-
kerze, Kitasato-, Berkefeld-Filter) hergestellten bakterienfreien
Kulturfliissigkeiten dagegen erwiesen sich voéllig unwirksam.
Selbst grossere Filtratmengen (bis zu 15 cem) von 8, 14 Tagen
oder vier Wochen alten Bouillonkulturen zogen weder bei intra-
veniser, intraperitonealer mnoch subkutaner Einspritzung den
Tod von Kaninchen oder Meerschweinchen nach sich. Hin-
gegen gelang es mir, durch 18stiindige aseptische Au-
tolyse von Ruhrkulturen (Stimme Stratmann, Schwester und
Borgmann) wasserlésliche, bakterienfreie Giftlésungen
herzustellen, welche bei intravenéser Injektion von
Ypecemsteriler Giftlosung stets Kaninchen von 21/,—3Kilo
innerhalb 48 Stunden t6dteten. Die gleiche Giftdosis be-
wirkte immer bei intraperitonealer Einverleibung den
Tod eines Meerschweinchens von 200 g. Die Fliissigkeits-
menge wurde vor jeder Binspritzung durch entsprechenden Zu-
satz von steriler; 0,85 ¢/, iger Kochsalzlosung auf 1 ccm gebracht.
Bei den mit bakterienfreier Giftlssung behandelten Versuchsthieren
kam héufig unmittelbar nach der Injektion eine stiirmische Darm-
peristaltik zur Beobachtung, die anhaltenden Durchfall hervorrief.
Nach mehreren Stunden stellte sich bereits Collaps ein, und es
traten La&hmungen der hinteren Extremitéiten hinzu, die allm#hlich
auch die vorderen Extremitdten ergriffen. Bei Meerschweinchen
rief die Einspritzung rapiden Temperaturfall und Collaps her-
vor, oft beobachteten wir einen Temperaturabsturz um 10° und
gleichfalls anhaltenden Durchfall. Das Sektionsbild bot bei Ka-
ninchen und Meerschweinchen ungefihr die gleichen Ziige: Stets
bestand eine sehr lebhafte Injektion der Darmgefiisse, insbeson-
dere des schwappend gefiillten Diinndarms. Sehr h#ufig waren
Darmschleimhaut und serése Hiute allenthalben mit linsen-
grossen und noch umfangreicheren Himorrhagieen durchsetzt,
und der Schleimhaut haftete glasiger, mit Blut untermischter
Schleim an. Aber zur Vervollstindigung des pathologisch-ana-
tomischen Bildes der Ruhr musste man noch womdglich Ge-
schwiirsbildung im Darmtraktus der Versuchsthiere hervorrufen.
Auch dieser Forderung konnte ich einwandsfrei geniligen durch
Herstellung folgender Versuchsbedingungen. Ich ging von der Vor-
stellung aus, dass es zum Zustandekommen von Nekrose und ge-
schwiirigem Zerfall der Darmschleimhaut einer mehr chronischen
Gifteinwirkung bedurfte. Es musste deshalb von vornherein die
Anwendung solcher Giftdosen unterbleiben, die innerhalb kiirzerer
Frist den Tod des Versuchsthieres herbeifiihren. Deshalb spritzte
ich nicht 1/, cem, sondern !/;; ccm der wirksamsten Giftlosung
Kaninchen von zwei Kilo intravenss ein. (Die Dosis certe letalis
betrug 1/;, cem) Ein Theil dieser Thiere iiberstand die Ein-
spritzung, und bei der nach Tédtung innerhalb verschiedener
Zeitrdume vorgenommenen Obduktion war keine Geschwiirsbildung
nachweisbar. Der kleinere Theil, im ganzen vier Kaninchen, gingen
jedoch 4—6 Tage nach erfolgter Injektion zu Grunde. Bei diesen
vier Kaninchen wies der Darm und insbesondere der Dick-
darm hochgradige anatomische L#sionen auf. Erstens zeigte sich
eine sehr starke Geféissinjektion. Zweitens waren zahlreiche Hi-
morrhagieen im Dick- und Diinndarm vorhanden, und die Schleim-
haut war fast durchgehends mit blutigem Schleim bedeckt. Und
drittens war die Dickdarmschleimhaut, besonders im letz-
ten Drittel geschwollen, in toto schwérzlich gefdrbt
und an mehreren Stellen durch Geschwiire zerstdrt.
Diese Ulzerationen waren meist rundlich, von regel-
méssiger Gestalt, und ihre Rénder waren scharf gegen
den Geschwiirsgrund abgegrenzt. Die Ausdehnung der
Geschwiire erreichte Bohnengrdsse.

Somit war es gelungen, durch Binspritzung ganz ge-
ringer Mengen bakterienfreier Giftlssung Geschwiirs-
bildung im Darmtraktus der Versuchsthiere zu erzeugen
und damit eine charakteristische Giftwirkung der Ruhrbazillen
iiberzeugend darzuthun. Eine vorliufige Mittheilung dieser Ergeb-
nisse hat bereits v. Drigalski? vor einemn halben Jahre ver-
offentlicht.

Ueber die durch aseptische Autolyse gewonnenen
loslichen Giftstoffe der Typhusbazillen sind meine Unter-
suchungen noch keineswegs abgeschlossen. Dennoch diirften die bis-
herigen Resultate einer kurzen Mittheilung werth sein. Nach den

Y a. a. 0. 8.107.

Untersuchungen von Pfeiffer und Kolle sind selbst 5—6 ccm keim-
freien Filtrats mehrtigiger Typhusbouillonkulturen ausser Stande,
Meerschweinchen von 300 g zu tédten. Mittels 24 stiindiger
aseptischer Autolyse von Typhusbazillen gelang es mir
jedoch, bakterienfreie, wasserlésliche Typhusgift-
l6sungen herzustellen, von denen 0,2 ccm ausreichten,
um bei intraperitonealer Einspritzung jedesmal Meer-
schweinchen von 300 g binnen 24 Stunden zu tédten. Der
Typhusstamm, mit dem seiner Zeit die Versuche angestellt wurden,
besass nur eine Virulenz von 1/;, Oese. Ich hoffe daher, mit vi-
rulenteren Stammen demnéchst noch stirkere Losungen von Ty-
phusgift herstellen zu kénnen.

Vergleichen wir mit diesen Befunden die ,,Gift“-werthe, welche
neuerdings Levy und Pfersdorff?) durch Einspritzung von einen
Monat lang autolysirten Bakterienleibern des Milzbrandbacillus er-
halten haben. Die Auntoren bendthigen fiir die sicher tédtliche
Wirkung des vorbehandelten Bakterienmaterials eine Dosis, welche
;3 des Korpergewichts ihrer Versuchsthiere ausmacht. Bei einer
Maus von 26 g wiirden also 2 g ,Gift“ erforderlich sein, bei einem
erwachsenen Menschen, der an Milzbrand zu Grunde geht, nahe-
zu zehn Pfund Milzbrandbazillenleiber! Angesichts dieser Ergeb-
nisse muss ich die Schlussfolgerung meiner friitheren Arbeit?) auf-

“recht halten, dass nimlich bis jetzt mit Hiilfe der gegenwirtigen

Methoden keine Toxinbildung des Milzbrandbacillus nachgewiesen
wurde. Vielleicht werden die Autoren bei anderen Bakterien-
arten zu gilinstigeren Resultaten gelangen, wenn sie sich ent-
schliessen werden (nicht mehr abgetddtete Bakterienleiber zu ver-
arbeiten, sondern wasserlgsliche Bakteriengifte darzustellen), an
Stelle ihrer langwierigen, antiseptischen Autolyse meine kurz-
dauernde aseptische Autolyse bei Gewinnung der Bakteriengifte an-
zuwenden. Auf Grund des bereits vorliegenden Thatsachenmaterials,
zu dessen friihzeitiger Verdffentlichung ich mich veranlasst sah,
glaube ich bereits aussprechen zu diirfen, dass die hier beschriebene
aseptische Autolyse der Bakterien zur Erschliessung der Bakterien-
gifte beitragen wird.
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