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Nachtrag zur Sitzung vom 7. Februar 1580,

Herr v. Niigeli iibergiebt and bespricht nachstehende
Abhandlung :

wUeber die experimentelle Erzeugun

) p g
des Milzbrandcontaginms aus den Heu-
pilzen® von Dr. Hans Buchner.

Die Annahme, dass bestimmte Spaltpilzformen als Ur-
sache der infectionskrankheiten zu betrachten seien, brachte
zuniichst noch keine Aufklirung iiber den Ursprung der
Contagien. Denn es gelang nicht, contagits wirkende Schi-
romyceten in der Natur aufzufinden, wihrend andererseits
die gelegentliche spontane Entstehung mancher contagiiser
Krankheiten doch unbezweifelt feststand. Erst die durch
Nigeli auf Grund allgemeiner physiologischer Thatsachen
aufgestellte Theorie von der functionellen Anpassung der
Spaltpilze als Krankheitserreger gewilhrte eine befriedigende
Vorstellung iiber diese Fragen.

Von diesem Gesichtspunkte ausgehend wurde die fol-
gende experimentelle Untersuchung unternommen, welche in
dem: pflanzenphysiologischen Institut des Herrn Professor
v. Niigeli ausgefithrt worden ist. Dieselbe hat den er-
warteten genetischen Zusammenhang derjenigen Pilze, welche
das Milzbrandcontagium bilden, mit einer bestimmten, natiir-
tich und in grosser Verbreitung vorkommenden, an und fiir
sich nicht infectionstiichtigen Pilzform, und die Moglich-
keit wechselweiser Umwandlung der einen in die andere
ergeben.
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Diese verwandte Form bilden die sogenannten Heu-
pilze, welche in Heuaufgiissen sich finden und vor den
iibrigen, dort vorkomuenden Schizomyeceten dadurch aus-
gezeichnet sind, dass sie bei mehrstiindigem Kochen solcher
Aufgiisse ihre Lebensfihiglkeit bewahren, wiihrend alle
iibrigen Formen getddtet werden. Hiedurch bietet sich ein ein-
faches Mittel, dieselhen rein zu cultiviren und auf ihre Eigen-
schaften zu untersuchen. HEs zeigt sich denn, dass weit-
gehende Analogien im morphologischen und chemi-
schen Verhalten zwischen diesen Heupilzen und den Bac-
terien des Milzbrandes vorhanden sind.

Die morphologische Uebereinstimmung war schon
seit einigen Jahren (zuerst durch K. Cohn) hekannt. In
heiden Fillen finden sich cylindrische Stiabchen oder Fiden
von 0,6 — 1,2 w Breite, an denen entweder unmittelbar oder
durch Jodtinctnr, HEintrocknen ete., oder erst nach Einwir-
Kang einer bestimmten, hiezu geeigneten Erndhrungsweise
die Zumsammensetzung aus Gliedern erkaunt wird, deren
Liange bald dem Breitendurchmesser entspricht, bald um
das 2—3 fache denselben iibertrifft. Die kiirzeren Glieder
entsprechen je einer einzelnen. die lingeren je zwei, noch
wnvollstiindig getrennten Zellen.') Charakteristisch ist da-
hei das Vorkommen von Winkel-Stibechen, welche aus je
awel, an den Enden noch lose zusammenhangenden, und in
einent stumpfen Winkel gegen einander geneigten, einfachen
Stibehen bestehen.  Die Sporenbildung erfolgt in der
Weise, dass die Zellen sich ein wenig in die Linge strecken

1) Diess ist der Grund, wesshalb Cohn's Bezeichnung dieser
Pilzformen als ,.Bacillen® hier nicht beibehalten wird, da mit diesem
Namen die irrige Vorstellung verkniipft ist, als bestinden die Stdbchen
je aus einer cinzigen langgestreckten Zelle. - Die Behauptung
A. Frisel's, dass die Milzbrandstiibchien niebt cylindrische, sondern
platte bandférmige Gebilde seien, herubt auf Tduschung, wie sich beim

t=1)
Rollenlassen der Pilze unter dem Mikroskop leicht ergibt.
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und dann die stark lichtbrechende, ebwas lingliche Spore
in ihrem Inneren entwickeln.!) Die physiologische Ursache
der Sporenbildung aber liegt in dem eintretenden Mangel
an Erniihrungsmaterial.

In ehemischer Hinsieht ist beiden Formen ein hohes
Sauerstoffbediirtniss und ausserdem noch eine Reihe anderer
Merkmale gemeinsam. Zur Krnihrong dienen beiden am
besten Kiweiss und peptonartige Substanzen, wiihrend ein-
fachere Verbindungen, beispielsweise weinsaures Ammoniak,
auch bei Zuckerzusatz, dazu nicht geeignet sind. Die Zer-
setzung der Niihrsubstanzen, welehe in Folge des Wachs-
thums der Pilze eintritt, zeigt mit der Fdulniss mannigfache
Analogien, ohne jedoch mit ihr identisch zu sein. Vorhan-
dene Formelemente, z. B. Muskelfasern , zerfallen wie dort
7 einem Brei von schmutziggrauner Farbe; die Reaction
der Losung wird stark alkalisch, und theilweise finden sich
auch die nimlichen krystallinischen Zersetzungsproducte.
Ebense wie dort bildeu sich Stoffe, die aunf den Thierkirper
als chemische Gifte wirken, in fihnlicher Weise wie das putride
Gift. Tm Gegensatze zur Fiunlniss aber wird hier kein eigen-
thitmlich widriger, sondern nur ein rein ammoniakalischer
Geruch wahrgenommen, der unter Umstdnden sehr intensiv
sein kann, Milehzueker wird von diesen Pilzformen nicht
vergoren. Dagegen gelangen Fermente zmr Ausscheidung,
die coagulirtes Albumin zu 16sen im Stande sind. HKiweiss-
wiirfel in Fliissigkeiten, welche Reinculturen von Heu- oder
Milzbrandbacterien enthalten, werden nach einiger Zeit
durchscheinend und zerfallen nach und naeh vollstiindig.

In allen diesen Beziehungen verhalten sich heide Pilz-

1) Es ist durchaus unnothig, dass die Stdbclhen, wie Koch
(Beitrige zur Biologie der Pflanzen von F. Cohn II. 3. H. 1877) meint,
vor der Sporenbildung erst zu langen IFiden auswachsen iniissten. Auch
die kiirzesten Stibchen kinnen Sporen entwickeln, wenn dic Bedingun-
gen dazu gegeben sind.
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formen in gleicher Weise. Dennoch existirt aber eine Reihe
von unterscheidenden Merkmalen. Beziiglich des
Wachsthums zeigt sich, dass bei ruhender Nihrlosung die
Milzbrandbacterien stets am Boden in Form zarter Wolken
vegetiren, withrend die Heupilze durch eine besondere Neig-
ung und Fihigkeit zur Bildung fester und oberflichlich
trockner Decken ausgezeichnet sind. Diese sehr auffallende
Verschiedenheit ist fiir die Beurtheilung, mit welcher der
beiden Pilzformen man im gegebenen Falle zu thun habe,
von grosser Bedentung. Physiologisch wichtiger aber ist,
der Unterschied in den quantitativen Verhiiltnissen des
Wachsthums.

In dieser Beziehung lehren die Versuche, dass in kiinst-
lichen Nihrlosungen die Heubacterien stets reichlicher vege-
tiren als die andern. Bei gleichzeitiger Aussaat gleicher
Mengen von Heupilzen und Milzbrandbacterien in gleiche
Quantititen von Nihrlosung findet sich in jedem Zeitab-
schnitt die Menge der gebildeten Heubacterien grosser als
diejenige der andern Pilzform. Und dieses Verhiiltniss
bleibt dasselbe, wenn auch in beiden Fillen die Nihrlosun-
gen continunirlich geschiittelt werden, wodurch jeder Unter-
schied hinsichtlich der Sauerstoffzufubr hinwegfillt. Denn
bei Ruhe wiren allerdings die deckenbildenden Heupilze
i dieser Beziehung gegeniiher den anderen hevorzugt.

Zweierlel Thatsachen dienen zur Hrliuterung dieses
Verhaltens  Erstens vermdgen die Heubacterien nicht
nur Kiweiss resp. Pepton, sondern auch gewisse einfachere
krystallisirende Verbindungen noech zu assimiliren, wie z. B.
Leucin und Asparagin, welche den Milzbrandbacterien unzu-
giinglich sind, und sie werden auch dureh Zuckerzusatz zur
Niihrlosung sehr begiinstigt. withrend derselbe auf die Menge
der sich bildenden Milzbrandbacterien ohne wahrnehmbaren
Kinfluss bleibt.  Letztere haben desshalb nur eine dusserst
heschriinkte Auswahl von Nahrungsstoffen, da ihnen fast



372 Nuachtr. z. Sitzung der math-phys. Classe ¢. 7. Februar 1850.

nur Kiweiss und Pepton zu taugen scheint. Zweitens
zeigen sich die Heubacterien bei weitem widerstandsfihiger
gegen nachtheilige Einwirkungen; sie ertragen, im Gegen-
satze zu den Milzbrandbacterien, eine bestimmte schwach
saure und eine stark alkalische Reaction der Nihrlosung
noch ohne merkliche Behinderung des Wachsthums!) und
werden auch weniger benachtheiligt dureh die Anwesenheit
anderer schidlich wirkender Substanzen z. B. ihrer eignen
Zersetzungsstoffe.

Die Wirkung dieser beiden Umstiinde wird in den
meisten Fillen nicht von einander zu trennen sein. Uebyi-
gens sind die Heupilze noch in einer andern Hinsicht aus-
gezeichnet, ndmlich in der schon erwilnten Widerstands-
tihigkeit gegen hohe Temperatureu. worin sie alle hekann-
ten Organismen und namentlich die Milzbrandbacterien bei
weitem ibertreffen.

In allen diesen Beziehungen sind sonach die Heubac-
terien erheblich giinstiger situirt als jene andern, und bei
Aussaat beider Pilzformen in die niimliche kiinstliche Nihr-
losung diirfte man mit Sicherheit darauf rechnen, stets in
Kurzem eine Ueberfliigelung und Verdringung der Milz-
brandbacterien zu erhalten.

Merkwiirdiger Weise kehrt sich aber dieses Verhalten
vollstiindig um, sobald die beiden Pilzformen in den Iehen-

1) Das verschiedene Verhalten gegen geringe Siuremengen bhietet
cin weiteres Mittel zur Unterscheidung beider Pilzformen. Eine Losung
von passendem Siuregrad ist z. B. kaltbereiteter, wilhrend einiger Zeit
auf 110—120° C. (zar Todtung aller Pilze) erhitzter Henaufguss. In
dieser Flussigkeit vermehren sich ausgesiite Heupilze rasch und reich-
lich, und es erfolgt jedesmal die Bildung einer trocknen, gekriuselten
Decke, die vorzugsweise aus Sporen besteht. Milzbrandbacterien dage-
gen sind tberbaupt unfihig, in dieser, wenn auch nur sehr schwach
sauren Lisung sich zu vermehren, und es entstehit desshalb keine Vege-
tation, mag man auch die Aussaat derselben beliebig oft wiederholen.
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den thierischen Organismus gebracht werden. Wih-
rend die Heubacterien, zum Wachsthum unfihig, wie eine
todte Masse im Gewebe liegen, und etwa durch Kiterung
eliminirt werden oder, in’s Blut ecingespritzt, spurlos zu
Grunde gehen, so finden die Milzbrandbacterien im Gegen-
theil gerade dort ibre giinstigste Vermehrungsstitte. Bei
geeigneten Thierarten zeigt sich, dass jedesmal auf die Kin-
bringung einer verhiltnissmissig sehr geringen Anzahl die-
ser Pilze in den Korper innerhalb hestimmter, kurzer Zeit
der Tod des Thieres erfolgt, und dass dann im Blute,
namentlich aber in gewissen Organen die Milzbrandbacterien
sich ganz ausserordentlich vermehrt haben.

Um nun die Frage des genetischen Zusammenhangs
dieser beiden Pilzformen aufzubellen, war es nothig, die
Constanz der Eigenschaften zu priifen. Hiezu aber waren
Reinculturen erforderlich, zu denen es hei den Milzhrand-
bacterien erst eines hesondern Verfahrens bedurfte. Iis
scheint mir vor allem ndthig, ant diesen Punct etwas niher
einzugehen,

Methoden der Reincultur.

Bisher sind hauptsichlich zwei Methoden zur Gewin-
nung von Reinculturen pathogener Pilze angegeben und
beniitzt worden.

Die eine ist die ,,Methode der fractionirten Cultur von
Klebs. Sie hesteht wesentlich in der fortgesetzten Ueber-
tragung kleiner Mengen von Pilzfliissigheit aus den abge-
laufenen Culturen in neue pilzfreie Nihrlosung. Auf diese
Weise hofft Klebs, ,ectwaige Verunreinigungen, die in
der Ursprungsfliissigkeit enthalten sein mogen, zu entfernen
und denjenigen Korper rein zu erhalten, welcher in der
ersteren 1n iiberwiegender Menge vorhanden war.*?)

1) Archiv f. experimentelle Pathologie Bd. I. 8. 46,
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Es wird nothig sein, auf die Voraussetzungen dieses
Verfahrens mit einigen Worten einzugehen. Dabel sei be-
merkt, dass unter den von Klebs erwiihnten ,,Verunreinig-
ungen® jedenfalls nur vermehrungsfihige Organismen ver-
standen werden konnen, und zwar irgend welche Formen
von Schizomyceten z. B. Fiulnisspilze, wie solche fast stets
m grosserer oder geringerer Zahl in den pathologischen
Fliissigkeiten und krankhaften Geweben sich vorfinden
werden, von denen der Ausgang zur Gewinnung von Rein-
enlturen pathogener Pilze zu nebinen ist. Angehorige einer
andern Gruppe der niederen Pilze, z. B. die Schimmelpilze,
anszuschliessen, dies ist durch die Wahl der Ernihrungs-
bedingungen 1in der Regel so leicht, dass es hiczu keines
hesondern Verfahrens bedarf,

Das Zahlenverhiltniss zweier Spaltpilzformen in der
gleichen Cultur wird nun hestimmt, einmal durch die an-
finglich vorhandene Individuenzahl der eineu und anderu
Form, alsdann durch die Schnelligkeit der Vermehrung,
welche fiir jede Pilzform von deren Organisation und von
den besondern Erndhrungshedingungen des Versuchs ab-
hiingt. Setzen wir den mittleren Fall, dass beiderlei Formen
gleichschnell ihre Zahl verdoppeln und demnach gleichviel
Generationen in derselben Zeit zuriicklegen, so ist ersicht-
lich, dass dann niemals anf dem Wege der fractionirten
Ziichtung eine Reincultur erzielt werden kann. In allen
tibrigen Iillen dagegen wird es allerdings, bei fortgesectater
Uebertragung kleiner Mengen der Ziichtung in einen Vor-
rath neuer (als vollig pilzfrei vorausgesetzter) Niihrlosung,
dahin kommen miissen, dass der eine Organismus, ninlich
der schueller wachsende, den andern schliesslich vollstindig
aus der Cultur verdringt. Fiir diesen Erfolg ist es aber
natiirlich priveipiell gleichgiiltig, welches das Verhiilbniss
der Individuenzahl beider Pilzformen in der Ausgangsenltur
gewesen.  Nur die Zeif wird  hiedurch peeinflusst,  welche
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unter sonst gleichen Umstinden zur Verdringung der einen
Pilzform bendthigt ist.!)

s ergibt sich hieraus, dass die ,,Methode der fractio-
nirten Cultur® in der That in den allermeisten Fillen
schliesslich zu einer Reincultur fiithven wird. Diese Rein-
enltur aber enthilt denjenigen Pilz, der unter den vor-
handenen Bedingungen sich schneller vermehrt, und nicht,
wie Klebs meint, denjenigen, der ,in der Ursprungsfliissig~
keit in iiberwiegender Menge vorhanden war.*

Sollte daher die erwiihnte Methode ihren Zweck er-
fiillen, so miisste der pathogene Pilz jedesmal zugleich der
schneller wachsende sein,  Da man jedoch hiefiir keine
Sicherheit besitzt, schon desshalb weil die Verunreinigungen
zufillige und darum ihrer Natur nach tnbekannt sind, so
ergibt sich, dass die ,,Methode der fractionirten Cultur*
zur Reinziichtung pathogener Pilze unbrauchbar ist.?)

1) Um eine Vorstellung zu geben, wie rasch unter Umstiinden
diese Verdriingung erfolgen kann, will ich ein bestimmtes Beispicl an-
fithren. s betrage die Generationsdauer der schneller wachsenden
Pilzform 25 Minuten — eine Zahl, die als Durchschnittswerth fiir die
gewohnlichen Fiulnissbacterien aus vielfachen, mit Dr. Walter Nigeli
gemeinschaftlich angestellten Versuchsreihen erhalten wurde, jene der
langsamer wachsenden dagegen 40 Minuten. In diesemn Falle zeigt sich,
dass, selbst unter der Annahme einer tausendmillionenmal grisseren
Menge der Jangsamer wachsenden Form in der Ausgangsfliissighkeit,
dennoch bei hiufiger (etwa 10maliger) Umziichtung schon nach =0
Stunden eine nahezu vollstindige Verdringung dieser letzteren Pilzform
aus der Cultur stattfindet.

2) Die Milzbrandbacterien vermehren sich in allen kiinstlichen
Niihrlosungen langsamer als die gewdhnlichen Fiiulnisspilze, wesshalb
die Anwesenheit der letuteren in einer Zichtung von Anthraxpilzen bei
fractionirter Cultur stets eine Verdringung der pathogenen Pilze zur
Folge hat. Fs ist sehr walrscheinlich, dass aueh andere Krankheits-
pilze in dieser Beziehung den Milzbrandbacterien sich analog verhalten,
weil sle ja stets an die Brnilrangsverhiltnisse im thierischen Korper
und nicht an kiinstliche Nihrlosungen angepasst sind.

[1830. 3. Math.-plys. Cl.] 25
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Eine zweite Methode ist die neunerdings vou Pasteur!),
speciell zur Reincultur der Milzbrandbacterien in Anwendung
gebrachte. Anthraxkranken Thieren wurde unter gewissen
Vorsichtsmassregeln gegen das Eindringen fremder Keime,
nach einem schon seit 1863 geiibten Verfahren, Blut ent-
nommen, und davon eine kleine Menge zur Aussaat in
pilzfreien Harn verwendet.

Es ist kein Zweifel, dass Pasteur wirkliche Reinenl-
turen der genannten Pilze erhalten hat, da er das sicherste
Kennzeichen derselben erwihnt, namlich das mit blossem
Auge erkennbare Wachsthum der Pilze ,,en filaments tout
enchevétrés, cotonneux* (verwickelte, wollige Fiden), ohne
dass die in den Zwischenrdumen dieser Fiden (die aus
ganzen Biindeln von Pilzfiden bestehen) hefindliche Fliissig-
keit nur im geringsten getriibt wire. Diese Trithung
miisste nimlich eintreten, wenn andere, sich vermehrende
und in der Losung umherschwimmende Sehizomyeceten, z. B.
Faulnisspilze, wie sie gewthunlich die Verunreinigungen
bilden, zugegen wiren.

Gleichwohl mangelt diesem Verfahren die wiinschens-
werthe Sicherheit und eine allgemeine Anwendbarkeit. Denn
zu seinem Gelingen wird erfordert, dass in der urspriing-
lichen Blutportion kein einziger fremder Pilz zugegen sei,
der sich bei der Ziichtung rascher vermehren konute als
der pathogene. Ausserdem ist die Methode nur dann aus-
tithrbar, wenn die Pilze im Blute sich finden, und auch
fiir diesen Fall nur bei grisseren Thieren, deren Blutgetisse
die ndthigen Dimensionen besitzen.

Aus diesen Griinden habe ich ein anderes Verfahven
in Anwendung gebracht, welches die erwiihnten Nachtheile
nicht hesitzt. In der Milz von Thieren, die an Anthrax

1) Comptes rendus Bd. 84. S, 900.
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verendet sind, finden sich Milzbrandbacterien in grosser
Zahl und jedenfalls bei weitem in iiberwiegender Menge
gegen andere, zufillig anwesende Spaltpilze. Hs ist also
nur erforderlich, die Milzpulpa zu zerreiben und mit pilz-
freiem Wasser so hochgradig zu verdiinnen, dass auf einen
nicht zu kleinen Raumtheil, z. B. 10 cmm, nur mehr durch-~
schuittlich je ein einziger Pilz trifft. Nimmt man nun
diese letztere Menge zur Infection der Nihrlosung, so ist
der eine Pilz, den man damit durchsehnittlich zur Aussaat
bringt, hochst wahrscheinlich von derjenigen Form, die in
der Milz bei weitem in Ueherzahl vorhanden war d. h. also
ein Anthraxpilz.t)

Dieses Isolirungsverfahren hat mir in der That sehr
branchbarve Resultate und nur selten einen Misserfolg er-
geben. Die Erlangung einer Reincultur von Milzbrand-
bacterien kann nach den oben gemachten Bemerkungen mit
voller Sicherheit constatirt werden, weil das Wachsthum
dieser Pilze in eigenthiimlicher, schon dem blossen Auge
erkennbarer Weise erfolgt.

Eine Kklare, pilzfreie Nihrlosung, z B. von 0,5 Procent
Liebig’schem Fleischextract, die mit hoher Verdiinnung von
zerriebner  Anthraxmilz inficirt wurde, zeigt bei Korper-
temperatur folgendes Verhalten. Nach Ablauf von etwa

1) Sobald die richtige Grenze der Verdiinnung tberschritten
wird, bleibt natiirlich ein Theil der Aussaaten erfolglos, weil kein Pilz
mehr durch dieselben iibertragen wurde. Hierin bietet sich, nebenbei
bemerkt, cin Mittel, um die Menge der Pilze im Ausgangsmateriale zu
bestimmen. Wenn z. B. von einer grisseren Zahl gleichzeitiger Ans-
saaten die Hilfte ohne Erfolg bleibt, so ist die Wahrscheinlichkeit,
dass in dem zu den Infectionen verwendeten Raumtheil der Verdiinnung
noch cin Pilz vorhanden war, gleich '/,. Aus dieser Grosse und der
bekannten Verdiinnungszahl ldsst sich die uwrspriingliche Pilzmenge be-
rechnen. Beispiclsweise habe ich in einem bestimmten Falle den Baec-
teriengehalt der Milz einer an Avnthrax verendeten Maus zu 7'/ Mil-
lionen im Cuabikmillimeter gefunden.

25%
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18 Stunden erscheinen die ersten Spuren der Vegetation in
(Gestalt vereinzelter, zierlich gekréuselter Wolkehen am
Boden der vollig klaren Flissigkeit. Allmihlig breiten sich
diese nun aus und iiberdecken den ganzen Boden des (ie-
fisses mit einer zarten, leicht beweglichen Wolke von ge-
ringer Hohe. Damit ist die Vegetation zu Ende. Modifi-
cationen dieses Vorganges treten nur insoferne ein, als
sehr hiiufig schon friihzeitig gekriuselte Ranken, welche
aus Biindeln von Milzbrandfiiden bestehen, von den am
Boden lagernden Wolken sich erheben und die klare Fliissig-
keit mit einem ungemein zierlichen Flechtwerk durcheziehen.
Eine geringe Erschiitterung geniigt schon, diese zarten
Bildungen zu zerstoren. Ihr Aussehen stimmt vollstindig
iiberein mit der oben citirten Beschreibung, welche Pasteur
von den mit blossem Auge wahrnehmbaren ,,verwickelten,
wolligen** Fiden gibt, die sich bei seinen Reinculturen der
Milzbrandbacterien in der vollstindig klaren Nihrlésung
gebildet hatten.

Diese zierlichen Gebilde sind so charakteristisch, dass
sie bei einiger Ulebung kaum mit irgend welchen Vegetations-
erscheinungen anderer Pilze verwechselt werden konnen.
Die mikroskopische Untersuchung ergibt, dass dieselben aus-
schliesslich aus Stithchen oder Fiiden des Anthraxpilzes be-
stehen. Ungemein viel sicherer zeugt aber das fortwidhrende
Hellbleihen der Nihrlosung dafiir, dass keine fremden Schizo-
myceten, inshesondere keine vermehrungsfihigen Faulniss-
oder Heu-Pilze zugegen sind. Denn ein einziges urspriing-
lich vorhandenes Individuum der letzteren Formen miisste
sich sehr bald soweit vermehrt haben, dass dadurch, in
Folge des Umherschwimmens dieser Pilze, Trithung der
Niéhrlosung bewirkt wiirde.

Als Anhang zum Vorausgehenden scheint es mir nothig,
emige Bemerkungen iber die bei der Pilzziichtung erforder-
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lichen Vorsichismaassregeln zumachen, hauptsichlich
desshalh, weil die Methodik der Pilzculturen noch sehr im
argen liegl, und die richtigen Grundsitze noch keineswegs
allgemeine geworden sind.

Hiufig wird schon der Fehler begangen, dass man
(efiiss, Nihrlosung und Verschlusspfropf, jedes fiir sich,
desinficirt und erst nachtriglich das ganze vereinigt, wobei
staubhaltige Luft miteingeschlossen werden kann. Dass
Erwirmen auf 60 oder 80° C. oder auch auf Siedehitze
zur vollstindigen Desinfection, d. h. zur Todtung aller
Pilze nicht gentigt, darf jetzt wohl als hekannt gelten. Ich
brauche in dieser Beziehung nwr daran zu erinuern, dass
die Heupilze selbst durch vielstiindiges Kochen ihre Lebens-
fihigkeit. nicht verlieren.

Eine Quelle moglicher Fehler liegt stets im Oeffnen
der Ziichtungsgefiisse zum Zwecke der Einbringung der Aus-
saat. Indess ist diese Gefahr bei weitem geringer, als man
gewdhnlich annimmt; sie scheint nur desshalb so
gross, weilalle Verunreinigungen, diein Folge
ungeniigender Desinfection der Ziichtungsge-
fisse oder der zur Aussaat gebrauchten Instru-
mente u. s, w. auftreten, in der Regel auf das
Eindringen von Pilzstidubehen aus der Atmo-
sphire zuriickgetfithrt werden. Nun ist aber der
Pilzgehalt der Luft iiberhaupt nicht so sehr bedeutend.
Bei messenden Versuchen ergab sich derselbe fiir den Ar-
beitsraum, in welchem diese Untersuchungen ausgefiihrt
wurden, durchschnittlich zu 10 Spaltpilzen im Liter.!) Dann
ist zu bedenken, dass Pilze und pilzfiihrende Stdubchen in
Folge ihver Kleinheit in der Luft nur Husserst langsam
herabsinken und von den leisesten Luftstromungen schon
in die Hohe getragen werden. Wiihrend der kurzdauernden

1) Im Freien zeigte sich derselbe weit geringer.
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Oeffnnng  des Ziichtungsgefisses kdnnten dieselben daher
jedenfalls nur eine ungemein kleine Strecke herahsinken,
und von einem eigentlichen Hineinfallen kann offenbar gar
keine Rede sein. Thr Eindringen ist vielmehr nur dadurch
moglich, dass sie mit der Luft, in welcher sie schweben,
zugleich in die Ziichtungsgefiisse gerathen. Gefahr wiire
also vorhanden, wenn grossere Luftquantititen wihrend der
Oeffnung des Culturapparates in dasselbe eintreten. Dies
ist aber bei enghalsigen und ziemlich kleinen Geféssen,
wenn sie die Temperatur der umgebenden Luft besitzen,
nicht zun befiirchten.?)

Um iibrigens die Brauchbarkeit des gewdhnlichen Ver-
fahrens  der Uebertragung der Reinculturen von Glas zu
(:las zu illustriren, theile ich einen Versuch mit, den Herr
Dr. Max Gruber im selben Raume ausgefiihrt hat, in
welchem meine Experimente unternommen worden waren.
Aus 4 pilzfreien Ziichtungsgefiissen mit einer Ldsung von
0,5 Procent Fleischextract wurde in 46 ehensolche pilzfreie
Gefisse je eine kleine Fliissigkeitsmenge, genau wie sonst
bei den Aussaaten, iibertragen. Alle 50 Gliser kamen
dann in den Briitofen. Nach 5 Tagen waren alle klar
und ohwe Pilzvegetation. In keinem dieser 50 Fille wiire
daher, bei Uebertragnng von Reinculturen, ein Pilz aus
der Luft stérend dazwischen gekomumen.?)

1) Je staubfreier der Arbeitsraum gehalten werden kann, desto
besser; nasser Boden und feuchte Winde wiren am giinstigsten. Die
Anwendung des antiseptischen Spray dagegen, die cinige Pilzforscher
von den Chirurgen entlehnt haben, ist hier vollig unzweckmiissig.
Dieses Verfahren kann nur den Erfolg haben, einen Theil der in der
Luft befindlichen Pilzstiubehen zu benetzen und dadurch zum sofortigen
Niederfallen zu bringen, wodurch gerade das Umgekehrte von dem Ge-
wiinschten erreicht wird. Denn an eine Tédtung der Pilze durch kursz-
dauernde Berithrung mit der antiseptischen I liigsigkeit ist nach den
dariiber angestellten Versuchen nicht zu denken.

2) Eine Beobachtungsdaver von 5 Tagen geniigt zu dieser Ent-
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Die Gefahr einer Verunreinigung durch Luftpilze ist
also, bei richtigem Verfahren, sehr gering; trotzdem ist
dieselbe stets vorhanden, und kann desshalb Sicherheit
nur durch fortwihrende Controle erlangt werden, die bei
den Milzbrandbacterien durch die erwihnten, mit blossem
Auge wahrnehmbaren Merkmale der Reinculturen und durch
die charakteristischen Formen dieser Pilze unter dem Mikroskop
gsehr erleichtert ist. Zuor fortgesetzten Cultur der
Milzbrandbacterien habe ich mich iibrigens eines Apparates
bedient, der jene Gefahr vermied, indem er die Uebertrag-
ung der Pilze in neue Nihrlosung im pilzfreien Raume er-
moglichte.

Derselbe bestand aus einem grossen Gefiisse zur Auf-
nahme der Reservenéihrlosung und einem kleinen, durch
einen seitlichen Tubus damit verbundenen Ziichtungsgefiss,
in welches aus dem Reserveglas, durch einfaches Neigen
des letzteren, Nihrlosung zufliessen konnte. Die nach aussen
fitlhrenden Oeffnungen beider Gefisse wurden pilzdicht ver-
schlossen, das ganze im Dampfkessel keimfrei gemacht.

scheidung vollstindig, weil die Uebertragung der Reinculturen jedesmal
sogleich nach Beendigung des Wachsthumns, also spiltestens nach 2 Tagen
ausgefiihrt wird. Ein anderes ist es mit der weiteren Frage, ob in
jene 50 Gliser absolut keine lebensfihigen Keime aus der Luft gelangt
waren. Hiezu bedarf es einer viel lingeren Beobachtungsdauer, weil
die im Zimmerstaub vorkommenden Pilze in Folge von Austrocknung
etc. meist sehr geschwicht sind und desshalb oft lange zu ihrer Er-
holung und zum Eintreten eines merklichen Wachsthums bediirfen. In
der That hatte sich im angefihrten Falle nach 18 Tagen in 8 von den
H0 Gldsern eine spirliche Pilzvegetation entwickelt, wihrend die tibrigen
47 dauernd klar blieben. Es ist also stets zu bedenken, dass das
Hineinfallen eines Pilzstiubchens in die Ziichtung noch keineswegs die
Reinheit derselben fiir die Folge zu vernichten braucht. Im Gegentheil
werden in den allermeisten Fillen solche Luftpilze hinter den rascher
wachsenden reincultivirten in der Vermehrung zuriickbleiben und auf
diese Weise wieder unschiidlich eliminirt werden.
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Hierauf inficirte ich das Ziichtungsgetiiss unter kurzdavernder
Oeftnung  des Verschlusses mit einer Reincultur von Milz-
brandbacterien. Vou da an brauchte dieser Verschluss nicht
mehr gedffnet zu werden. Nach Ablauf der Vegetation im
Ziichtungsgefiisse konnte die Pilzfliissigkeit aus dessen Boden
durch eine verschliesshare, enge Oeffnung abgelassen werden,
die weder ein Eintreten von Lntt noch einen Riicktritt der ab-
gelaufenen Pilzfliissigkeit gestattete und daher jedem fremden
Pilze den Eingang verwehrte. Die dabei im Ziichtungsge-
tiss zuriickbleibenden Reste der Pilafliissigkeit dienten jedes-
mal zur weiteren Infection der aus dem Reserveglas hinzu-
gegehenen Nihrlosung.  Solange diese Reserveniihrldsung
reichle, konnte mit dem Apparate forlgeziichtet werden;
bei tiglich 1- bis 2-maliger Zugabe neuer Nibrlosung
daverte dies mitunter bis zu 1%z Monaten.

Uminderang der Milzbrandbacterien in Heubacterien.

Unter Anwendung dieses Verfahrens liess ich reine
Milzbrandbacterien in Losungen von Fleischektract, mit
oder ohne Pepton- oder Zuckerzusatz bei einer Temperatur
von 356—37° C. sich vermehren. Da diese Pilze bei Ruhe
nur am Grunde der Fliissigheit vegetiren, wodurch eine
ungleichmissige Erpdhrung bewirkt wiirde '), so hediente
ich mich eines Schiittelapparates, der dem Ziichtungsgefiiss
eine constante Bewegung ertheilte. Hiedurch war zugleich
fiir eine reichlichere Zufubr von Sauerstoff Sorge getragen.
Mit den erhaltenen Pilzfliissigkeiten wurden fortlaufende
Intectionsversuche bei weissen Miusen gemacht, die fiir
Milzbrand sehr empfinglich sind, und iiberdies keine merk-

1. Die obersten Schichten der Pilze sind alsdann in Bezug auf
Sauerstoff und andere Irndhrungsmaterialien uangiinstiger situirt als
die untersten.
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liche Verschiedenheit der individuellen Disposition fiir diese
Krankheit erkennen lassen.!)

Das Krgebniss dieser Ziichtungsversuche mib parallel
gehenden Impfungen hestand merkwiirdiger Weise zuniichst
darin, dass die infectivse Wirksamkeit der Pilze um so ge-
ringer wurde, je mehr Generationen dieselben in der kiinst-
Jichen Nahrldsung zuriickgelegt hatten. So oft auch der
Versuch von vorne d. h. mit einer vom Thiere her direct
gewonnenen Reincultur sehr wirksamer Bacterien begonnen
wurde, so war doch dieses Resultat immer das gleiche;
trotz der vollkommnen morphologischen Uebereinstimmung
aller durch die Ziichtuug erhaltenen Pilze, trotzdem hei der
volligen Gleichheil ihres chemischen Verhaltens und ihrer
Wachsthumsweise nicht der geringste Zweifel itber die Ah-
stammung der unwirksamen von den wirksamen existiren
kdnnte, so zeigte sich doch bel allen diesen Versuchen, dass
die anfangs positiv ausfallenden lmpfungen nach einiger
Zeit keinen Krfolg wmehr hatten.

So ergab ein Versuch mit Ziichtung der Milzbrand-
bacterien in einer Losung von 10 Theilen Liebig’schen
Fleischextracts und 8 Theilen Pepton auf 1000 Wasser,
dass die Impfungen mit der 1., 2., 3. und 4. Pilzziichtung

1) Die Methodik dieser Infectionsversuche war folgende: In die
Riickenhaut wurde ein kleiner Schnitt gemacht, mit stumpfer Sonde
eine Tasche unter der Haut gebildet, und in diese das ringformig ein-
gebogene Ende cines Drathes eingefithrt, in dessen Oeffnung eine be-
stimmte Menge durch Adhision und Cohision (in Form eines Doppel-
meniscus) festgehaltner Pilzfliissigkeit sich befand. Die Infections-
instrumente wurden vor jeder Operatiomr ansgeglitht. — Zur Constatir-
ung des Milzbrandes dient die mikroskopische Untersuchung von Milz
und Lunge, in welchen sich beim Anthrax der Miuse die ihrer Grosse
und besondern Form wegen leicht erkennbaren Milzbrandbacterien
massenhaft angehduft finden. Unter Umstinden wurden auch Control-
impfungen und Weiterziichtungen der aufgefundenen Pilze ausgefiihrt.
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sitmmtlich Milzbrand erzeugten, jene dagegen mit der 5., 6.,
7. und 8. kein positives Ergehniss hatten, soferne bei diesen
die gleiche Pilzmenge wie bei den ersteren zur An-
wendung kam. Anders uestaltete sich dieses Verh#ltniss,
wenn bei den spiteren Impfungen zur Verwendung grdsserer
Impfmengen iibergegangen wurde.

In einem Versuche mit Erndhrung durch blosse Fleisch-
extractlosung erwies sich beispielsweise bei Anwendung
einer geringen Impfguantitit die 1. Pilzziichtung noch als
wirksam, dagegen nicht mehr die 2. 3. und 4, bei der
gleichen Menge. Als nun mit grosseren Pilzquantititen
geimpft wurde, war wieder wirksam die 5. Ziichtung; un-
wirksam dagegen blieb schliesslich die 6. Ein anderesmal,
bei Erndhrung mit Fleischextract, Pepton und Zucker war
die 2. Ziichtung wirksam, unwirksam die 3. und 4.; wirk-
sam dagegen wieder die 5., als bei dieser zn grosseren
Impfmengen iibergegangen worden war. Es zeigte sich
denn auch, bei Anwendung dieser grosseren Pilzquantitiiten
einmal die 7., ein andermal die 18. Pilzziichtung noch von
Wirksamkeit, und endlich wurde selbst mit der 36. Cultur,
welche in Fleischextractlosung bei Zusatz von Pepton und
Zueker nach mehr als einem Monate erreicht worden war,
noch todtlicher Milzbrand erzielt. Im letzteren Falle wur-
den aber zur Impfung je 10 cmm des dichten, am Boden
abgesetzten Pilzbreies verwendet, worin nach uugefihrer
Schitzung weit iiber 100 Millionen Pilze sich befanden.
Kleinere Impfmengen dagegen bliehen hei diesen spiiteren
Culturen ohme jede hemerkbare Wirkung.

Diese unzweifelbafte Abnabme der infectivsen Wirk-
samkeit ist um so merkwiirdiger, als gleichzeitig keine
weitere wahrnehmbare Verdnderung bei den Milzbrandbac-
terien eingetreten war. Nieht nur die morphologische
Beschaffenheit zeigte sich bei der 36. Ziichtung vollstindig
als die gleiche, die Sporenbildung verlief genau in derselben
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Weise u. s. w.; auch das Verhalten bei Controlziichtungen
in verschiedene Nihrlosungen liess hinsichtlich der Wachs-
thumsart und der chemischen Eigenschaften keine bemerk-
bare Abweichung erkennen, so dass es nicht mdglich ge-
wesen wiire, auf anderem Wege als durch das Thierexperi-
ment eine Verschiedenheit der kiinstlich geziichteten von
fichten Milzbrandbacterien darzuthun.

Es scheint vielleicht, als ob die schwache Wirksamkeit
der spiiteren Pilzgenerationen, der compensirende Kinfluss
grosserer Pilzmengen am einfachsten durch die Annahme
erkliirt werden konne, es sei zur Erzeugnng einer Infections-
krankheit die Mitwirkung eines gelosten, aus dem thie-
rischen Korper stammenden und nur dort ent-
stchenden Stoffes, den man zweckmiissig als ,,Krank-
heitsstoff**  bezeichnen kann, mit den Pilzen durchans er-
forderlich.!)

In der That stiinde eine derartige Annahme, die schon
von verschiedenen Seiten her als Auskunttsmittel in Betracht
gezogen wurde, in Uebereinstimmung mit manchen physio-
logischen Thatsachen. Die Isolirungsversuche von Chau-
veau, Burdon-Sanderson, Davaine, ferner von
Klebs und Tiegel, Pasteur u. A. widerlegten dieselbe
nicht, oder zum wenigsten nicht vollstindig. Diese Ver-

1) Es beruht auf irrthiimlicher Verwechslung, wenn dieser hypo-
thetische ,,Krankheitsstoff mit den cigenen Zersetzungsstoffen der Pilze
zusammengeworfen wird. Die letzteren kinnen selbstverstidndlich niemals
vollig von den lebenden Pilzen getrennt werden, und es hiitte dies auch
gar keinen Sinn, weil eben der Pilz, sobald er in irgend einer Nihr-
losung wiichst, diese Stoffe mit Nothwendigkeit stets von neuem erzeugt
Jener , Krankheitsstoff'* dagegen wire eine Substanz, welche nur im
erkrankten thierischen Organismus und aus Bestandtheilen desselben,
entweder mit oder ohme directe Beihilfe der Pilze gebildet werden
kinnte.
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suche zeiglen zwar, dass die gelosten Antheile der Infee-
tionsfliissigketten an wund  fiir sich, ohne die Pilze, die
hetreffende Krankheit nicht hewirken konnten; wiihrend der
andere Theil der infectivsen Flissigkeiten, welcher die Pilze
enthielt, dies vermochte. Ks war somit entschieden, dass
die Pilze znr Infection durchans nothig seien. Kine andere
Frage blich es jedoch, ob die Wirksamkeit der Pilze nicht
an die Anwesenheit eines gelosten ,, Krankheitsstoffes** gebun-
den sei. Ieh glanhe nicht, dass in dieser Beziehung die
Versuche jener Forscher etwas WEntscheidendes aussagen
konnten, obwohl mehrere der erwihnten Experimentatoren
sich bemtihten, durch wiederholtes Auswaschen die Pilze
moglichst von den gelosten Substanzen der Infectionsfliissig-
keit zu befreien, wund obschon sie mit diesen moglichst
reinen Pilzen positive Tmpfresultate erhielten.

Zum wenigsten blieb noch der Eimmwand iibrig, dass
die Pilze, entsprechend dem Verhalten anderer pflanzlicher
Zellen, Stoffe aus der Nihrlosung, in welcher sie lehen,
hier also aus der Infectionsfliissigkeit in ihr Inneres aunf-
nehmen konnen, die in der Folge, bei Uebertragung in einen
andern Organismus, die Pilze in jhrer krankmachenden
Wirkung zu unterstiitzen im Stande sind. Solche im Zell-
inhalte aufgenommene Stoffe wiirden aber jedenfalls durch
blosses Auswaschen nicht zu entfernen sein.

Es gibt, um diese Annahme zu widerlegen, soviel ich
sehe, nur ein directes Mittel, nimlich die Ziichtung der
Infectionspilze durch viele Generationen in stets erneuten
Niihrlosungen, sowie sie eben hier durchgefiihrt warde.
Denn auf diesem Wege miissen nicht nur die ausserhalb
der Pilze in der Fliissigkeit befindlichen, sondern ebenso
auch die im Zellinnern vorhandenen, aus dem Thierkirper
stammenden geldsten Stoffe, allmihlig vollkommen eliminirt
werden. Falls nun die infectivse Wirkung der Pilze auch
dann noch vorhanden ist, wenn keine in Betracht kommen-
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den Spureu jener Stoffe mehr zugegen sein kdnnen, dann
ist bewiesen, dass die Mitwirkung dieser Substanzen znr
Krzeugung der Krankheit nicht erfordert wird. In dieser
Beziehung sprechen aber gerade auf’s deutlichste die im
vorausgehenden mitgetheilten Versuche.

Nehmen wir an, die Milzen milzbrandiger Miuse, von
denen bei den gegenwirtigen Versuchen stets der Aus-
gang zur Erzielung der nothigen Reinculturen von Anthrax-
bacterien genommen wurde, hiitten ihrer ganzen Substanz
nach nur aus ,,Krankheitsstoff'* bestanden; alsdann ist die
Quantitit des letzteren, welche noch in der positiv wirken-
den Impfimenge enthalten sein konnte, aus der Grisse der
vorausgegangenen Verdiinnungen leicht zu berechnen.

Es zeigt sich dann fiir jenen Versuch, bei welchem
die 7. Ziichtung Milzbrand hewirkte, dass die hier im Impf-
material moglicherweise noch vorhandene Menge von ,,Krank-
heitsstoff**  bereits unendlich gering ist. Die urspriingliche
Mischung der zerriebenen Milzsubstanz mit Wasser ergab
hier eine 100000 fache, die Einbringung dieser Menge in
das erste Quantum von Niahrlosung und jede der 6 Um-
ziichtungen je eine 1000 fache Verdimmung.  Daraus be-
rechnet sich, dass die in der Impfmenge enthaltene Quan-
titit von ,,Krankheitsstoft nur den hundertquadrillionsten
Theil von derjenigen eines entsprechenden Stiickchens der
Milz betragen konnte. Da aber die Impfmenge in diesem
Falle 10 emm war, so helief sich die Quantitiit des geimpf-
ten ,,Krankheitsstoffes jedenfalls nicht anf mehr als den
zehnquadrillionsten Theil eines Milligramm, Dies ist aber
eine Grosse, die um mehr als- das tausendfache hinter dem
Gewichte eines Wasserstoffgasmoleciils zuriickbleibt, und die
somit fiir die chemische Betrachtung iiherhaupt nicht mehr
existirt.

Es bleibt nun aber noch die Annabme zu erirtern,
dass der ,Krankheitsstoft* in den Pilzzellen selbst einge-
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schlossen sei. In diesem Falle konute jedes Individunm
einer spiiteren Pilzgeneration in Folge der Theilungsvor-
ginge nur mehr halb soviel enthalten als das Individuum
einer fritheren Generation. Von dem Verluste an , Krank-
heitsstoff** durch Abgabe an die umgebende Niihrlosung sei
dabei ganz abgesehen. Da nun die 7 Ziichtungen etwa 70
Pilzgenerationen entsprachen, so gehorten die geimptien
Pilze der 70. Generation an, und bei diesen betriige die Menge

. 1 .
von ,, Krankheitsstoff** nur mehr g 70 oder weniger als den

tausendtrillionsten Theil der urspriinglichen. Wenn auch
die Pilze im Thiere zu %10 ihrer Masse oder mehr aus
»Krankheitsstoft und wenn die ganze Tmpfmenge hlos aus
Pilzsubstanz bestanden hiitte, so wiire darin doeh nicht
mehr als der hunderttrillionste Theil eines Milligramm von
jenem hypothetischen Stoff @ibertragen worden. Auch diese
Grosse ist also in chemischer Hinsicht als verschwindend
zn erachteun,

Ohne dass wir erst die entsprechenden Bereechnungen
fir die 18. wnd 36. Pilzztichtung auszufithren branchen,
beweist also bereits die ,/,Thatsache der infectitsen
Wirksamkeit der 7. Ziichtung uanter den ge-
gebenen Umstinden, dass die Wirkung der
Milzbrandbacterien von der Beihilfe eines ge-
losten, dem thierischen Organismus entstam-
menden Stoffes unabhiingig ist. Andernfalls hiitte
die infectiose Wirksamkeit bei fortgesetzter Ziichtung und
Uebertragung der Pilze schon frithzeitic ginzlich erloschen
niiissen.

Sonach kann die Minderung der Infectionstiichtigkeit
hei den kiinstlich gesiichteten Milzbrandbaeterien nnr darch
die Annahme erklirt werden, dass in Folge der ange-
wendeten Ernihrungshedingungen, welche von
denen des thierischen Kdrpers erheblich diffe-
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rirten, eine allmihlige Verdinderung in der
Natur der Pilze vor sich gegangen sei.

Dabei muss auf einen, anscheinend selbstverstiindlichen,
fiir die Beurtheilung aber sehr wichtigen Punet noch he_
sonders aufmerksam gemacht werden. Es zeigte sich ndm.
lich, dass die Bacterien aus den Organen der erfolgreich
geimpften Thiere in allen Fidllen von gleicher und zwar
von sehr hoher infectivser Wirksamkeit waren, so dass eine
sehr geriuge Menge derselben zur weiteren Uebertragung
des Milzbrandes geniigte. In dieser Beziehung machte es
also keinen Unterschied, mit welzherlei Bacterien geimpft
worden war. Die Pilze ans den Organen derjeni-
gen Thiere, die mit der 7., 18. oder 36. Ziich-
tung erfolgreich inficirt worden waren, zeig-
ten sich nicht wirkungsschwach wie jene der
genannten Culturen, sondern eine sehr kleine
Menge derselben reichte hin, um aufs neue
den Milzbrand hervorzurufen.

Diese Thatsache kann nur durch eine, der obigen ent-
sprechende Annahme erklirt werden, dass niimlich
durch die Erniihrungsbedingungen des thieri-
schen Korpers, welche von denen der kiinst-
lichen Ziichtung verschieden waren, wiederum
eine Verdiunderung und zwar die nmgekehrte in
der Natur der Pilze bewirkt worden sel.

Bei fortgesetzter Ziichtung der Milzbrandbacterien in
einer Losung von Fleischextract, Pepton und Zucker traten
nun bei coustant bleibender Form allmiihlig wahrnehmbare
Aenderungen auch im Wachsthume und im chemischen
Verhalten hervor. Etwa von der 100. Ziichtung an, welche
ungefiihr der 700. Pilzgeneration entsprach,?) zeigten die

1) Die Berechnung der Generationenzahl in einer Reincultur beruht
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Pilze die beginnende Neigung, trotz der constanten Beweg-
ung des Ziichtungsgefdsses an den hoheren Theilen der
Wandung desselben, die hei jedem Schiittelstosse benetst
wurden, sich anzulegen und einen Ueberzug zu bilden, was
bei dchten Milzbrandbacterien niemals heobachtet wird.
Ausserdem wurde die Vermehrung der Pilze trotz des
Gleichbleibens der Nihrlosung allmihlig reichlicher als
frither.

Gegen die 900. Pilzgeneration, nach einer Ziichtungs-
dauer von 90 Tagen, wurde dieses Anlegen der Pilze an
die Wandungen des Culturgefisses so storend fiir die Fort-
fithrung einer regelmiissigen Ziichtung, dass eine Aenderung
des Verfahrens durchaus nothig erschien. Denn es kam
sehliesslich soweit, dass beinahe keine Pilze mehr in der
Fliussigkeit sich hefanden, sondern alle als Ueberzug an

auf der Kenntniss des Verhiltnisses der Aussaat zur schliesslichen Pilz-
menge. Bei einer Reihe anf einander folgender Ziichtungen, die mit
der gleichen Nidhrlosung angestellt werden, braucht man hiezu
die absoluten Grossen nicht zu kennen; es genligt vielmehr als Anhalts-
punct, dass am Ende jeder Zichtung, wenn dieselbe bis zum Verbrauche
der Nahrungsstotfe fortgesetzt wurde, stets eine nahezu gleich pilzhaltige
Flussigkeit vorhanden sein muss. Werden nun z. B. 10 emnm Flissigkeit
aus dem Endstadium einer solchen Ziichtung in 10 cem pilzfreier Nihr-
Iosung ibertragen, so ist am Ende der neuen Zuchtung unter den ge-
machten Voraussetzungen die Pilavermehrung eine 1000 fache, die Gene-
rationenzahl somit nahezu 10.

Obwohl diese Bestimmung aus verschiedenen Griinden nur eine
anndherud richtige sein kanm, so habe ich doch vorgezogen, von hier an
im Texte nach Generationen austatt nach Ziichtungen zu rechnen und
zwar desshalb, weil bei den spiteren Culturen andere Gefisse unid andere
Mengen von Nihrlésung verwendet wurden, als bei den friheren, und
weil desshalb diese spidteren Zichtungen mit den fritheren nicht in
Parallele gesetzt werden konnen. In diesem Falle ist allein die Angabe
der Generationenzahl im Stande, einen richtigen Ueberblick zu ge-
wihren.
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den Wandungen klebten. Die Anwendung der Schiittel-
bewegung musste daher aufgegeben werden.

Die erste Ziichtung bei Ruhe ergab ene starke,
weissliche Deckenbildung bei sonst klarer Nihr-
losung. Bs war damit eine bedeutsame Veriinderung in
der Natur der Pilze in auffilliger Weise constatirt. Aber
diese Umwandlung war nicht etwa mit einemmale eingetre-
ten, wie es vielleicht den Anschein haben mdochte. Vielmehr
kann nicht bezweifelt werden, dass die ganz allmihlig
auftretende Erscheinung des Anlegens an die Wandungen
des Schiittelgefisses bereits eine Folge und somit ein An-
zeichen der niimlichen neu entwickelten Kigenschaft der
Pilze war wie die jetzt wahrgenommene Erscheinung der
Deckenbildung. Beide Vorgiinge konnen nur durch ein
erhohtes Adhisionsvermigen der Pilze in Folge einer be-
stimmten Veriinderung der Cellulosemembranen erklirt wer-
den, welche dieselben befiihigte, einerseits unter sich Ver-
biinde von grosserer oder geringerer Festiglkeit zun bilden,
and anderseits an fremden Kérpern, hier an den Glaswan-
dungen des Schiittelgefiisses trotz der Bewegungen der
dariiber hinwegstromenden Fliissigkeit fest zu haften.

Hier war nun aber zum erstenmale ein that-
sichlicher Anhaltspunkt dafiir gegeben, dass
es moglich sein werde, auf dem eingeschlage-
nen Wege schliesslich Pilze zu erhalten, deren
Eigenschafteu denen der Heubacterien analog
wiiren; denn diese besitzen gerade die Fihigkeit der Decken-
bildung als charakteristisches Merkmal. Allein die gegen-
wirtig erhaltenen Decken stimmten mit jenen der Heupilze
noch nicht vollig iberein ; und zwar differirte nicht die mikro-
skopische Beschaftenheit, die bet der Uebereinstimmung der
Formen sowohl mit ichten Milzbrandbacterien als auch mit
iichten Heupilzen keine Entschetdung geben kounte, sondern
die #usserliche, mit hlossem Auge erkenubare, Withvend niin-

[1880. 3. Math.-phys. Cl.) 26
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lich die Decken der Heupilze an der Oberfliche trocken,
meist gerunzelt, von bedeutender Festigkeit und schwer
unterzutauchen sind, so zeigten sich diese im Gegentheil
von glattem, schleimigem Ansehen und sehr lockerem Ge-
fiige, so dass eine geringe Krschiitterung geniigte, um
theilweise oder ginzliche Auflosung derselben in flockige
Massen, welche zu Boden sanken, herbeizufiihren.

Von grosserer Wichtigkeit aber war das Verhalten der
geziichteten Pilze in Heuaufguss. Wie erwidhnt verhindert
die geringe Siuremenge desselben die dchten Milzbrandbac-
terien an jeder Vegetation, wihrend die Heupilze ihre nor-
malen, dichten Decken darin erzeugen. Die gegenwirtig
erhaltenen Pilze nun verhielten sich in besonderer und
ganz unerwarteter Weise. Bei Aussaat derselben in Heu-
aufguss trat zwar Vegetation ein; aber dieselbe ging bei
allen angestellten Versuchen ausserordentlich langsam von
statten und blieb stets geringfiigig, so dass auch am Schlusse
derselben nur eine sehr kleine Menge von Pilzen gebildet
war. Ebenso auffallend zeigte sich dabei die Form des
Wachsthums. Bei klarer Flissigkeit bildeten sich nidmlich
hoehst schiwache, durchsichtige Ueberziige an der Oberfliche,
die nur am Rande der Flissigkeit ein wenig stirker wur-
den und dadurch etwas weissliche Farbung bhekamen. Das
ganze Verhalten zeigte somit, dass die gegenwirtig erhalte-
nen Pilze zwar nicht mehr so empfindlich gegen geringe
Siuremengen waren wie die dchten Milzbrandbacterien, dass
sie sich vielmehr den Heupilzen in dieser Beziehung bereits
anniherten; dennoch aber schien die Siure auf sie noch in
bedeutendem Masse schéddlich zu wirken. Damit stimmte
denn auch der mikroskopische Befund iiberein; die Pilze,
welche im Heuaufguss entstanden waren, zeigten niimlich
ein verkiimmertes, pathologisches Aussehen, wie es sich
stets findet, wenn Milzbrand- oder Heupilze unter ungiin-
stigen Ernahrungsbedingungen vegetiren.
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Nach diesen Merkmalen musste angenommen werden,
dass hier eine, bis dahin unbekannte physiologische Mittel-
form zwischen den iichten Milzbrand- und den #chten Heu-
pilzen vorliege. Von beiden unterschied sich dieselbe durch
ihre Wachsthumsart in kiinstlichen Nihrlosungen, besonders
aber dureh ilir Verhalten gegen die geringe Siuremenge
des Heuaufgusses, vou den Milzbrandbacterien ausserdem
durch den Mangel infectioser Wirksamkeit. Denn von der
36. Ziichtung ab waren die vorgenommenen Impfangen
erfolglos gebliehen.

Die Ziichtung dieser Mittelform von Pilzen wurde nun
bei ruhender Niihrlosung weiter gefiihrt. Fiir die nichsten
zweihundert Generationen diente hiezu Losung von blossem
Fleischextract. Der Zuckerzusatz konnte desshalb wegge-
lassen werden, weil die anfinglich mit dessen Anwendung
verbundene Absicht, bei den Milzbrandbacterien durch lang-
dauerndes Wachsthum in zuckerhaltigen Nihrlosangen all-
mihlig vielleicht Giirthitigkeit hervorzubringen, sich duarch-
aus nicht realisirt hatte.!) Nach Zuriicklegung der 1100. Pilz-
generation wurde wieder ein Versuch gemacht, die geuiich-
teten Bacterien in Heoaufguss wachsen zu lassen. Der Hr-
folg war ein iiberraschender; es trat ziemlich reichliche
Vermehrung ein mit Bildung einer schleimigen, lockeren
Decke aus Stidbchen und Sporen. Man war also der Ueber-
einstimmung mit den Heubacterien wieder um ein betricht-
liches Stiick wither geriickt; denn die ehemaligen Anthrax-
pilze vermochten nun beinahe ebensogut geringe Siure-
wengen zu ertragen wie jene. Nur die Beschaffenheit der
Decken war in beiden Fillen noch deutlich verschieden;
doch kounte kanm mehr bezweitelt werden, dass anch diese
letzte Umiinderung noch gelingen werde.

1) Auch fortgesetste Ziichiung der Anthraxpilze in Mileh tdurch
2'f« Monate) hatte den gleichen negativen Erfoly.

26*
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Als richtigster Weg hiezu empfahl sich offenbar die
Fortsetzung der Ziichtung gerade in Heuaufguss, weil in
dieser Nihrlosung die Eigenthiimlichkeiten der ichten Heu-~
pilze am vollsten zur Geltung kommen. In der That gelang
es durch eine Reihenfolge weiterer Ziichtungen in der ge-
nannten Losung die Decken allmithlig trockner und fester,
schliesslich vollkommen von jener gelbbriiunlichen Farbe
und stark gerunzelten Beschaffenheit zu erhalten, wie sie
jenen der dchten Heupilze eigen sind. Ausserdem hatte sich
withrend dieser letzten Ziichtungsreihe auch die bei der
mikroskopischen Beobachtung so auffallende, lebhafte, wim-
melnde Bewegung der Stibchen eingestellt, welche den Hen-
bacterien bei gewisser Ernihrungsweise eigenthiimlich ist,
den dehten Milzbrandbacterien jedoch und auch den Ueber-
gangsformen abgeht.?)

Naeh 1500 Pilzgenerationen, welche zusammen im
Laufe eines halben Jahres uzuriickgelegt worden waren,
musste die Umwandlung der Milzbrandbac-
terien in Heubacterien als vollendetangesehen
werden; denn es war unmdglich, einen Unterschied
zwischen den durch Ziichtuug aus ersteren erhaltenen Pilzen
und den #chten, unmittelbar rein cultivirten Heupilzen

aufzufinden.

Umiinderung der Heubacterien in Milzbrandbaeterien.

Der genetische Zusammenhang der Henbacterien mit
den Milzbrandbacterien war nunmehr sicher gestellt, und

1) Auch die dchten Milzbrandbacterien zeigen allerdings unter Um-
stinden bei kiinstlicher Ernihrung Eigenbewegungen. Dieselben sind
jedoch bei weitem langsamer als jene der Heubacterien. Uebrigens ist
das Fehlen von Eigenbewegungen bei der einzelnen mikroskopischen
Beobachtung durchaus kein zuverldssiges Merkmal fiir die eine oder
andere der in Rede stehenden Pilzformen, da auch die Tleubacterien in
vielen Fillen keine Eigenbewegungen zeigen.
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zugleich hatte die genauere Kenntniss der letsteren ihre
geringe Befiihigung zur Vermehrung ausserhalb des thierischen
Organismus und damit zur Behauptung gegentiber anderen,
concurrirenden Pilzformen erwiesen. Um so mehr musste
gich nun die Frage anfdriingen, ob nicht die hiufig statt-
findende autochthone Entwicklung des Milzbrandes auf eine
in der Natur eintretende Uméinderung der Heupilze in die
infectitse Form zu beziehen sei.

Den einzigen thatsichlichen Anhaltspunet in Bezug
auf das experimentelle Studium dieser Verhiltnisse bot die
Erscheinung, dass Milzbrandbacterien, die ihre infectidse
Wirksamkeit durch fortgesetzte Ziichtung beinahe verloren
hatten, im thierischen Organismus dieselbe wieder von neuem
erhielten. Die gleichen Bedingungen, welche hier gewirkt
hatten, mochten auch fiir die Uminderung der Heubacterien
in die infectiose Form sich giinstig erweisen. Diese Be-
dingungen liegen aber kaum ausschliesslich in der chemischen
Beschaffenheit der thierischen Sifte. Sonst miisste eine
Lisung von Eiweiss oder vielmehr, da die Pilze dasselbe
nur in loslicher Form assimiliren konnen, von Eiweisspepton
ungefihr das gleiche leisten. In der friiheren Ziichtungs-
reihe hatte jedoch Krnithrung mit kiinstlich dargestelltem
Kiweisspepton das Verschwinden der infectivosen Higenschaften
nicht verhindert. Daraus geht hervor, dass hochst wahr-
scheinlich andere, noch unbekannte Bedingungen im Spiele
sind, die wohl in thierischen Fliissigkeiten, nicht aber in
kiinstlichen N#hrlosungen sich erfiillt finden.

Zuniichst lag jedenfalls, nach Analogie jener Impfver-
suche die Cultur im lebenden thierischen Organismus zu
versuchen. Es wurden daher mit den #Hchten, von gewdhn-
lichem Heu durch Kochen des Aufgusses unmittelbar rein
cultivirten Heupilzen einige grissere Versuchsreihen an
Kaninchen ausgefiihrt.

Ein grosser Theil dieser Experimente zielte dahin,
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durch Steigerung der Pilzquantitit den Mangel
an infectitser Wirksamkeit zu ersetzen. Die Heupilze
wurden zu diesem Zweck in eiweisshaltigeu Nithrflitssigkeiten
unter Sauerstoffzufuhr bel Aussehluss anderer Pilze ge-
ziichtet, und diese stark pilzhaltigen Wliissigkeiten zu den
Injectionen verwendet. Meist hefanden sich darin zugleich
Stibchen und Sporen; jedenfalls fehlten die letzteren nie-
mals und oft waren sie beinahe ausschliesslich in der ln-
jectionsfliissigkeit vertreten. Als Ort der Anwendung diente
nur in wenig Fillen das Unterhautzellgewebe oder die ve-
nosen Bahnen, in den allermeisten die Peritonealhdhle, die
nach Wegner’s lehrreichen Versuchen zur Ueberleitung
von Pilzen in den Kreislauf ungemein geeignet ist.

Das Restltat dieser intraperitonealen Injectionen he-
stand darin, dass kleinere Mengen von Pilzfliissigkeit, 1-—6 cenn,
in der Regel ohne wahrnehmbare Wirkung blieben. Irst
bet prosseren Injectionsmengen evfolgte in der Mehrzahl
der Fille todtlicher Ausgang, meist innerhalb 24 Stunden.
Die Untersuchung der Organe ergab hier beinahe stets
reichlichen Gehalt derselben an Heubaeterien, unud zwar auf
alle Organe glelchmissig vertheilt. Der letztere Umstand
deutete schon darauf hin, dass es sich hier um cine ein-
fache Vertheilung der injicirlen Pilze im Kérper handle und
nicht um einen infectidsen Process. Denn in der Regel
finden sich beim Milzbrand der Kaninchen Lunge und Milz
hedeutend reicher an Bacterien als Leber und Nieren.
Ausserdem war die Krankheitsdauer viel zu kurz, als dass
die Umiinderung der injicirten Heupilze in Milzhrandbacterien
hitte erfolgen konnen. In der That ergaben die Control-
impfungen mit diesen Pilzen auf andere Thiere simmtlich
negatives Resultat.

Die Todesursache lag hier wesentlich in der Vergiftung
durch die eingespritzten Zersetzungsstoffe der Heupilze,
deren Wirkung durch Hyperaemie und theilweise Ecchymosir-
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ung des Magens und fast des ganzen Darmtractus und blutige
Farbung des diarrhoischen Darminhalts sich dusserte.!)

Wenn nun aber doch eine geringe Vermehrung der
Pilze und damit eine beginnende Umwandlung ihrer Natur
stattgefunden hatte, der nur der Vergiftungstod des Thieres
hindernd in den Weg trat, so war vielleicht durch Ueber-
tragung der Pilze in einen zweiten Organismus und von
diesem in einen folgenden eine Fortsetzung der Uminder-
ung zu erreichen. Ein derartig angestellter Versuch liess
jedoch bei der 5. Uebertragung bereits so deutliche Zeichen
septischer Vorginge erkennen, dass die Fortfithrung desselben
aufgegeben werden musste. Zu dieser Zeit aber erwiesen
die Controlimpfungen noch keine merkliche Uminderung
in der Natur der Heupilze.

Es blieb also doch die Steigerung der Pilzquantitit
vorliufig der einzige Weg. Um hierbei die giftige Wirk-
ung zu vermeiden, welche die Anwendung grisserer Mengen
nach dem hisherigen Verfahren verhot, bestrebte ich mich,
die Heupilze moglichst von ihren Zersetzungsstoffen zu be-
freien. Hiezu heniitzte ich die Eigenschaft derselben, bei
ruhiger Nihrlosung in Form diinner Decken zu vegetiren.
Durch Diffusion miissen hier die gebildeten Zersetzungsstoffe
fortwithrend in der {ibrigen Lidsung vertheilt werden, und
hei abgelaufener Vegetation kann die abgehobene Decke
ihrer Fliissigkeitsmenge entsprechend nur etwa den 100. Theil
der gelosten schidlichen Substanzen enthalten.

Trotz dieser Vorsichtsmassregeln hatten die mit grossen
Pilzmengeu ausgefiihrten Injectionen in den Peritonealraum
sammtlich rasch todtlichen Krfolg unter den Erscheinungen

1) Durch eine Reihe besonderer Versuche habe ich nachgewiesen, dass
die Zersetzungsstoffe, welche durch reincultivirte Heu- oder Milzbrand-
bacterien gebildet werden, an und fiir sich d. h. bei Ausschluss der
Pilze giftig wirken, analog den chemischen Producten der Fiulniss,
welche dem Lebensprocess der Fiulnisspilze ibre Entstehung verdanken.
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der Vergiftung. Da es nun moglich schien, dass die Dif-
fusion die Zersetzungsstoffe aus den Pilzdecken noch unge-
ntigend entfernt hatte, so wurden einige Versuche ange-
stellt, wobei die Pilzdecken erst zerrieben, dann in viel
reinem Wasser vertheilt und schliesslich von letzterem durch
rasches Absaugen desselben wieder befreit wurden. Aber
auch in diesen Fillen war die Wirkung der Injectionen
nicht minder giftig.

Diese Erscheinung ist nur erklirlich unter der Voraus-
setzung, dass die Heupilze selbst toxisch wirkende Sub-
stanzen enthalten. Denn nur in diesem Falle kOnnen die
letzteren durch einfaches Auswaschen nicht entfernt werden.
Dafiir sprechen aber auch andere Griinde. Fiir den Fall
namlich, dass die giftigen Stoffe hauptsichlich durch Gér-
ung und somit, wie dies fiir die Gédrungsproducte der
Sprosshefe anzunehmen ist, vorzugsweise ausserhalb der
Zellen gebildet werden, ist doch nach Analogie anderer
pllanzlicher Zellen sehr wahrscheinlich, dass kleine Mengen
davon aus der Losung in’s Innere der Pilze aufgenommen
werden.  Im andern Falle aber, wenn der grosste Theil der
giftigen Verbindangen dem Stoffwechsel der Pilze seinen
Ursprung verdankt, versteht es sich von selbst, dass gewisse
Quantititen davon im Zellinnern vorhanden sind.?)

Gerathen nun die Pilze unter nachtheilige Bedingungen,

1) Der Befund von Anders (Deutsche Zeitschrift f. Chirurgie
Bd. VII. 8. 1.), dass der toxisch wirkende Pilzriickstand aus Pasteur'scher
Nihrlgsung dureh oftmaliges Auswaschen seine giftige Wirksamkeit
verliert, erkldart sich durch den dabei stattfindenden lingeren Aufenthalt
der Pilze im Wasser. Denn in diesem Falle kionnen allerdings durch
die eintretende langsame Diffusion mit der Zeit die geldsten Stoffe
aus dem Innern der Pilze entfernt werden; da iibrigens die Pilze im
Wasser jedenfalls kiimmerlich weiter vegetirten, so musste ausserdem
eine allmihlige Erschopfung, ein Involutionsprocess bei denselben sich
einstellen, der nothwendig zur Ausscheidung der gelosten Substanzen
fiahrte.
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welche die Involution und das schliessliche Absterben ver-
anlassen, dann miissen die gelosten Stoffe aus dem Innern
der Zelle in die umgebende Fliissigkeit iibertreten. Solche
Bedingungen sind aber fiir die Pilze im Innern des thier-
ischen Organismus iiberall da gegeben, wo dieselben nicht
sam Wachsthom und zur Vermehrung gelangen konnen,
und dies war fiir den grossten Theil der injicirten Heupilze
jedenfalls der Fall.

Somit hestand keine Aussicht, auf dem bisherigen Wege
zum Ziele zu kommen. Die Anwendung grisserer Mengen
von Pilzen fiihrte jedesmal zum rasch todtlichen Ausgang;
geringere Quantitiiten aber bliehen ohne merkliche Wirkung.
Die Pilze gelangten also in diesen letzteren Fillen trotz
der reichlich dargehotenen Nahrung nicht zum Wachsthum;
denn, hiitten sie sich vermehrt, so wiren Krankheit und
schliesslich der Tod des Thieres die unausbleibliche Folge
gewesen.

Der Grund fiir diese merkwiirdige Erscheinung kann
wohl kaum in der Anwesenheit irgend ecines bestimmten,
anf die Heupilze schidlich wirkenden Stoffes im thierischen
Organismus gesucht werden. Denn gerade diese Pilze sind
gegeniiber den Milzbrandbacterien im Ertragen der verschie-
densten giftigen Substanzen bei weitem im Vortheil, und
zeigen sich {iberhaupt, ausserhalb des Korpers, widerstands-
fihiger gegen jede Art von schidlicher Einwirkung. Wir
werden desshalb dahin gefiihrt, die physiologischen Func-
tionen des Gewebes selbst, d. h. diejenigen Vorginge, an
welche der Bestand des Lebensprocesses gekniipft ist, als
Quelle jener nachtheiligen Einfliisse zu betrachten.!)

1) Ich erinnere hier an die molecular-physiologische Girungstheorie
Nigeli's, welche die Schwingungszustinde des lebenden Plasma der
Hefezelle anf das Girmaterial iibergehben und dadurch den Vorgang der
Girung zu Stande kommen lisst. In analoger Weise wiire nach Ni geli
auch die unbestreitbar vorhandene Einwirkung girender Hefezellen auf
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Das niichste Mittel zur Verminderung dieser Einwirk-
ungen liegt alsdann in der Herabsetzung der phy-
siologischen Thitigkeit des Gewebes, sel es nun,
dass dieselbe durch Beschriinkung der Blutzufubr zu einem
Organe oder durch abnorme Temperatur oder durch Ver-
giftung w. s, w. hervorgebracht wird. TIn Bezug auf letztere
Eimwirkung hatten die bisherigen Versuche hinldnglich ge-
zeigt, dass eine Intoxication des ganzen Organismus nicht
zum gewiinschten Ziele fithren konne. Mehr durfte man
in dieser Hinsicht erwarten, wenn nur ein einzelnes Organ
oder eine abgegrenzte Partie desselben zur Vermehrungs-
stitte der Pilze gewidhlt wurde. Denn in diesem Falle
konnte eine viel stdrkere und linger andauernde Schwich-
ung der physiologischen Thiitigkeit des Gewebes ohne directen
Nachtheil fiir das Leben des Thieres hervorgerufen werden.

Eine Reihe derartiger Versuche bestand in Injectionen
reiner Heupilze in das Kaninchenohr nach vorhergingiger
Unterbindung der entsprechenden Carotis. Durch letzteres
Verfahren hatte bekanntlich Samuel!) die Wirkung fau-
liger Substanzen aunf das Gewebe, die sonst nur eitrige
Entziindung erregt hiitten, bis zur Erzeugung von Brand
zu steigern vermocht. Gleichzeitig versuchte ich die Iin-
bringung grosserer Mengen von Heupilzen in frische Muskel-
wunden, deren Umgebung durch heisses Wasser verbriihl
und dadurch, bis auf eine gewisse Tiefe, getodtet war. Aber
auch diese Experimente fithrten nicht zu dem gewiinschten
Ziele eines Wachsthums der Heupilze im thierischen Gewebe.
Vielmehr entstand bei den Injectionen in’s Ohr meist Ent-
ziindung mit Ausgang in Brand, bei den Muskelwunden
eine langwierige Eiterung. Von den Henpilzen war in beiden
Fillen stets in Kurzem nichts mehr nachzuweisen.
andersartige Pilzzellen zu denken, die sich im Wirkungsbereich der ersteren

befinden. (C. v. Naegeli, Theorie der Giarung. Minchen 15879).
1) Archiv f. cxperim. Pathologie 1. Band 1874. 8. 317,
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Die Ursache dieser letzteren Misserfolge lag offenbar
zuniichst in dem Saunerstoffbediirfnisse der Heu-
bacterien, welches in den Muskeln und andern sauerstoff-
armen Geweben keinesfalls befriedigt werden kann. Ich
erinnere in dieser Beziehung daran, dass auch die Milz-
bhrandbacterien nur innerhalb des Gefiisssystems, nur im
sanerstoffhaltigen Blute sich vermchren, wofiir uns, abge-
sehen von der mikroskopischen Untersuchung, das charak-
teristische Fehlen entziindlicher Erscheinungen beim Milz-
brand Zeugniss gibt. Denn entziindliche Processe wiirden
in den Gewehen wohl nicht fehlen, wenn die Pilze daselbst
zuwr Vermehrung kimen.!) Ganz anders wird dieses Ver-

1) Da hier dic bereits erkannten Eigenschaften der Pilze in patho-
logiseh - physiologischer Beziehung eine wichtige Aufklirung geben, so
mochte ich die angedeutete Anschauung iiber den Milzbrand etwas niher
begriinden.

Vollstindig ausgeprigt ist der Mangel entziindlicher Vorginge beim
Milzbrand kleinerer Thiere, wie z. B. der Kaninchen und Miuse, bei
denen it Ausnahme des mikroskopischen Nachweises der Pilze meist
kein anderer pathologischer Befund getroffen wird als eine mehr oder
weniger betriichtliche Schwellung der Milz. Aber auch die Himorrhagien
und die serdsen Transsudate, welche beim Anthrvax grosserer Thiere als
charakteristisch gelten, sind nicht als Folgen entziindlicher Processe
aufzufassen, sondern als Anzeichen einer bestimmten Verinderung der
Gefisswiinde.

Eine Ausnahme bievon scheint jedoch der Milzbrandcarbunkel zu
machen, bei dem entziindliche, ja sogar brandige Erscheinungen die
Regel sind. Nach Bollinger (v. Ziemssen’s Handb d. spec. Patho-
Jogie und Therapie. II. Auflage. 1876. I11. Bd. Zoonosen. 3. 520.) findet
man wun bei der mikroskopischen Untersuchung der Carbunkel ,,in den
bedeutend erweiterten Capillaren neben einer Anhiufung farbloser Blut-
korperchen zahlreiche Bacterien wnd eine feinkérnige Masse, die
theils aus metamorphosirten Blutbestandtheilen theils aus Bacterien-
keimen besteht. Das fir uns Wichtige bei dieser Angabe ist, dass
ausser den woblbekannten Milzbrandbacterien noch andere Gebilde
wahrgenommen wurden, die fiir Pilze gebalten werden mussten. Bei
den geringen Erfahrungen, welche damals noch iber die Physiologie
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hiltniss bei solehen Pilzformen sein, die des Sauerstoffs
ohne Nachtheil entbehren kdnnen wie z. B. bei den gewdhn-
lichen Fiulnisshacterien. In der That ist es durch

der Milzbrandbacterien existirten, konnten diese kornchenférmigen
Pilze wohl fiir Keime oder Sporen derselben gehalten werden. Nun
bilden sich aber die Sporen nur unter ganz bestimmten Bedingungen,
die im Innern des thierischen Gewebes fehlen. Jene feinkbrnige Masse
kann daher, soweit dieselbe aus Pilzen bestand, nur irgend welche ein-
zellige, mit den Milzbrandbacterien genetisch nicht zusaminenhéingende
Schizomyceten enthalten haben. Die Ansiedlung und Vermehrung
solcher fremder Pilze wire in diesem Falle als eine secundire Erschein-
ung zu betrachten und als abhiingig von der vorausgehenden Vegetation
der Milzbrandbacterien. Durch die Anhiiufung der Bacterien in den
Capillaren wird nimlich locale Stauung des Kreislaufes und dadurch
Ernihrungsstorung in den umliegenden Gewebspartien erzeugt werden
konnen, ausserdem aber auch Vergiftung dieser angrenzenden Theile
durch die ausgeschiedenen Zersetzungsstoffe. Beide Einfliisse begiinstigen,
wie dies im Texte zur Sprache kommen wird, die Vermehrung solcher
Pilze, welche des Sauerstoffs zu ihrer Existenz nicht bediirfen. Das
Auftreten entziindlicher Reizung, ja sogar brandiger Erscheinungen wire
nun meines Erachtens als Folge dieser letzteren Pilzentwicklung aufzu-
fassen und nicht als unmittelbare Wirkung der Milzbrandbacterien, die
nur innerhalb der Blutgefisse und nur insoweit vermehrungsfihig sind,
als die Blutcirculation noch Sauerstoff herbeizuschaffen vermag.

Diese Annahme eines doppelten Parasitismus wiirde itbrigens auch
darauf hindeuten, wesshalb beim rasch todtlich verlaufenden Impfmilz-
brand fast niemals Carbunkel entstehen. Der doppelte Parasitismus,
der zum Carbunkel fihrt, wirde naturgemiss linger zu seiner Ent-
wicklung brauchen als der einfache, und der Tod wire daher in diesen
Fillen ein zu frithzeitiger, als dass eine Ausbildung solcher Processe
erfolgen konnte. Beim spontanen Anthrax verlaufen allerdings diec
wahrnehmbaren Krankheitserscheinungen oft ebenfalls sehr kurz. Dies
beweist jedoch nicht, dass keine schleichende Entwicklung der Krankheit,
keine lingere Incubation vorausging, wibrend deren die Carbunkeln,
z. B. auf der Darmschleimhaut, sich ausbilden konnten. Die gegen-
wiirtigen Untersuchungen werden noch darauf hinfithren, dass eine solche
Incubationsperiode heim spontanen Milzbrand sehr wahrscheinlich ist.

Die erysipelatosen Processe endlich, welche beim Anthrax nicht
selten beobachtet werden, diirften meines Erachtens fiur die ent-
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eine Reihe iibereinstimmender Beobachtungen
und Experimente bewiesen, dass durch ver-
schiedene schwiichende Einwirkungen auf das
Gewebe, durch locale Aufhebung des Kreis-
laufes, dureh Vergiftung, selbst mit antisep-
tischen Mitteln, Entwicklung von Spaltpilz-
formen im Kdérper hervorgerufen werden kann.
Auch bei den vorhergehenden Versuchen war dieser dort
unbeabsichtigte Erfolg vielfach storend dazwischen getreten.
Es waren nicht selten kleinere Pilzformen in den Organen
gefunden worden, obwohl nur reingeziichtete Heupilze zur
Einspritzung kamen.

IShenso erklirte sich aus der stattfindenden Giftwirkung
mittelbar das Auftreten entziindlicher und brandiger kKr-
scheinungen bei den Injectionen in abgegrenzte Organtheile,

Eine Herabsetzung der physiologischen Thitigkeit des
sauerstoffarmen Gewebes kann also jedenfalls die Heupilze
nicht begiinstigen. Nur im Blute schiene ein solches Unter-
nehmen Krfolg zu versprechen; indess ist es unméglich,
das Blubt zu vergiften, ohne zugleich die iibrigen Gewebe
zn schwiichen und dadurch eben jene storende Entwicklung
anderer Pilzformen herbeizufithren, die in den bisherigen
Versuchen bereits sich mehrfach geltend gemacht hatte.

Damit war ich am KEnde derjenigen Experimente, welche
bezweckt hatten, die Heupilze unmittelbar im thierischen
Korper zur Vermehrung und damit zur Annahme infectidser

ziindliche Wirksamkeit der Milzbrandbacterien vorliufig ebensowenig
etwas sicheres beweisen als die Carbunkel, da ibre Entstehung anf
ihnliche Weise erfolgen kann, wie es fiir letztere angenommen warde,
Beides sind eben Complicationen, die nicht nothwendig zum Krankheits-
bilde gehdren und daher, wie ich glaube, in der Natur der Milzbrand-
bacterien nicht unmittelbar begriindet sind,
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Eigenschaften zu bringen. Hs musste jetzt die Ziichtuung
in thierischeun Flissigkeiten ausserhalb des
Korpers versucht werden.

Allerdings kénnen derartige Nihrfliissigkeiten nicht
durch Erhitzen desinficirt werden; desshalb blieb es fraglich,
ob die Faulnisspilze, die moglicherweise in diesen Materialien
bereits vorhanden waren, bei der Ziichtung hintangehalten
werden kdnnten.!)

Die Ziichtung in Eiereiweiss mit etwas Fleischextract-
Iosung, welche zuerst unternommen wurde, hatte jedoch ein
sehr befriedigendes Resultat. HKs bildete sich an der Ober-
fliche, wo der Sauerstoif einwirken konnte, eine weissliche
Decke, die nur aus Heupilzen und zwar Stibchen und
Sporen bestand. Auf diese Weise wurde mehrmals umge-
ziichtet. Alsdann hielt ich es filr angezeigt, die weitere
Cultur dieser, vermuthlich bereits etwas verdnderten Pilze
im Blute auszufiithren, da ich mir hievon fiir den angestrebten
Zweck mehr versprach als von einer fortgesetsten Ziichtung
in Kiereiweiss,

Die ndthigen Massnahmen bestauden darin, dass nur
vbllig gesunde Thiere (Kaninchen) zur Blutgewinnung ge-
nommen wurden, damit nicht etwa das Blut bereits fremde
Pilze in grosserer Menge enthielt; dann in vélliger Des-
infection aller Instrumente und Apparate.?) Das Blut wurde
der Carotis entnommen und direct in das Defibrinirungs-

1) Die Annahme, dass stets vereinzelte Spaltpilze innerhalb des
Thierkdrpers, im Blute und in den (zewecben sich befinden, folgt meines
Erachtens aus der Thatsache, dass Krankheitskeime so leicht in den
Organismus gelangen. Auf demselben Wege, seien dies nun die Lungen
oder der Darm, miissen nothwendig auch andere Spaltpilzformen, die
sich in der Athemluft und im Darincanal stets finden, in geringer Zahl
in den Kreislauf und in die Organe gelangen, wo sie normaler Weise
regelmiissig zu Grunde gehen.

2} Unter vollstindiger Desinfection verstehe ich, wenn nichts he-
sonderes angegeben ist, die Erhitzung im Dampfhkessel.



Buchner: Erzenguny des Milzbrandcontagiums. 405

gefiiss geleitet. Von da kam es in das Ziichtungsgefiss,
das withrend der Cultur sich im Schiittelapparate hei Korper-
temperatur befand. Die Bewegung musste zum Zweck der
Sauerstoffzufuhr angewendet werden. Ruhiges Stehenlassen
wie bei der Eiweissfliissigkeit wiire hier unzweckmissig ge-
wesen; die Blutkdrperchen hétten sich dabei zu Boden
gesenkt, ihv Sauerstoffabsorptionsvermogen, das den Pilzen
zu gute kommen sollte, wire gar nicht zur Wirkang
gelangt.

Bei Infection mit einer sehr geringen Pilzmenge blieb
das Blut unter diesen Bedingungen durchschnittlich 12 Stunden
hellroth, arteriell und scheinbar unveriindert. Alsdann be-
merkte man die beginnende Auflosung der Korperchen an
der eintretenden Carmoisinfirbung. In diesem Zeitpunkt
oder wenig spiitter wurde bereits in eine neue, frisch dem
Thier entzogene Blutportion umgeziichtet. Ks ist indess von
Interesse, auch die weiteren Verénderungen des Blutes zu
kennen.

Von der 15. Stunde an wurde dasselbe allmiihlig dunkel-
roth und vollstiindig lackfarben. Niemals ward fauliger
(xeruch bemerkt, soundern nur der eigenthiimliche Blutgeruch
und, bei lingerdauerndem Pilzwachsthum, etwa nach Ab-
lauf von 24 Stunden, jedesmal eine Entwicklung von reinem
Ammoniak, das auch leicht in der Luft des Ziichtungs-
gefiisses nachgewiesen werden konnte. Ks verhielt sich also
das Blut in dieser Hinsicht wie alle andern Nahrsubstanzen,
bei denen bisher die Zersetzungsvorginge durch Reinculturen
von Heupilzen studirt wotden waren.

Die mikroskopische Untersuchung ergab zur Zeit der
heginnenden Auflosung der Blutkdrperchen stets schon die
Anwesenheit zahireicher Heubacterien.  Aundere Spaltpilze
warden in den ersten 24 Stunden niemals gefunden. Wohl
aber stellten sich dieselben, hei fortgesetztem Schiitteln des
Blutes, am 2, oder 3. Tage ein, indem gleichzeitig an den
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Heubacterien die von zahlreichen anderweitigen Erfahrungen
her wohlbekannten mikroskopischen Erscheinungen der In-
volution mit aller Deutlichkeit sich zeigten, welche haupt-
sichlich in unregelmissiger Aufquellung, Zusammenziehung
des Zellinhalts und endlich in Zerfall zu einem Korner-
haufen bestehen. Sporenbildung trat in diesen Versuchen
wihrend des Schiittelns nicht ein.

Die Erscheinung, dass bei diesen Blutziichtungen in
den ersten 24 Stunden keine der iiberall verbreiteten Spalt-
pilzformen z. B. keine Fdulnisspilze auftraten, wihrend die
Heubacterien sich reichlich vermehrten, ist ohne Zweifel
bedeutungsvoll , bedarf aber noch der ndheren Aufklirung,
Jedenfalls lag der Grund nicht darin, dass solche Keime
vollstindig fehlten. Dies beweist schon das Auftreten
fremder Pilze am zweiten Tage. Ks musste also eine be-
sondere Ursache wirksam sein, welche diese Spaltpilzformen
so vollkommen darniederhielt, dass in den ersten 13 Stunden
noch keine irgend merkliche Vermehrung derselben erfolgte.
Das letztere schliesse ich némlich nicht aus dem Ergebniss
der wikroskopischen Untersuchung, die bei einer stark ei-
weisshaltigen Fliissigkeit iiber die Anwesenheit kleinerer
Spaltpilzformen keinen sichern Aufschluss gibt, sondern aus
den angestellten Controlziichtungen in eiweissfreie Néhr-
losungen, die absolute Reinculturen von Heupilzen lieferten.

Zu vermuthen steht, dasses sich dabei um die gleichen
Einfliisse handelt, die auch im lebenden Korper eine Ver-
mehrung von Fhulnisspilzen im Blute bei normalen Zu-
stinden verhindern; es ist nicht unwahrscheinlich, dass
diese Wirkungen auch nach der Entnahme des Blutes aus
dem Korper noch eine gewisse Zeit andauern und erst all-
mihlig, zugleich mit dem Leben des Blutes erloschen werden.

Um so merkwiirdiger bleibt es, dass die Heapilue
unter den gleichen Umstinden sich reichlich vermehrten.
Mau mbcehte glauben, dass dies wit threr Vorliebe fiir den



.

Buchner: Erzeugung des Milzbrandcontagiums. 407

Sauerstoff zusammenhéngt. Jedenfalls sind hier Riithsel,
deren Auntklirung einen tiefen Kinblick in die Natur der
infectivsen Wirkung verschaffen wird.

Schon von der ersten Cultur im Blute an zeigte das
Verhalten der Heupilze in den Controlziichtungen, dass
sich deren Natur geiindert hatte.

In Fleischextractlosung bildeten die Pilze zwar Decken,
aber nicht von der consistenten und trocknen Beschatfen-
heit jener der #chten Heupilze, sondern von schleimigem
Ansehen und fusserst lockerem Gefiige, so dass eine leichte
Erschiitterung geniigte, um dieselben zum Sinken zu bringen.
Hs tral dieses Verhalten mit demjenigen der Mittelformen
zwischen Milzbrand- und Heupilzen, die in der friiheren
Ziichtungsreihe erhalten worden waren, vollstindig tiberein.
Entscheidend aber in dieser Beziehung erwies sich die Con-
trolzitchtung in Heuaufguss. Wiihrend die Heupilze in
dieser Flissigkeit reichliche Decken bilden, die Milzbrand-
bacterien dagegen vermehrungsunfihig sind, folgten die
gegenwirtig erhaltenen Pilze keinem dieser beiden Extreme.
Es trat ein spirliches Wachsthum ein, es bildete sich bei
sonst klarer Flissigkeit nur ein weisslicher Rand dort, wo
die Oberfliche der Losung die (Glaswandung beriihrte. Dieser
Rand bestand aus Stibchen und Fiden von den Formen
der Milzbrand- oder Heupilze, aber etwas krankhaft ver-
indert, was mit der kiimmerlichen KErnihirung derselben
vollkommen {ibereinstimmte.

Nach diesen Anhaltspuncten zu urtheilen stimmten die
nunmehr erhaltenen Pilze it jenen der $00. Generation
der fritheren Ziichtung iberein und hatten sich demgemiiss,
in der Richtung gegen die infectibse Form bedeutend ver-
indert. Ms fragte sich nun zunichst, ob durch linger
fortgesetzte Blutziichtung eine weitere Umiinderung zu er-
zielen sei. Bis zur 14. Cultur im Blute war diess indess
nach Ausweis der Controlziichtungen nicht der Fall, und

[1880. 3. Math.-phys. CL] 2%
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es ist somit sehr unwahrscheinlich, dass sie {iberhaupt méog-
lich sei.!) Desshalb wurde jetzt von nenem zum Thier-
experiment mit diesen verinderten Heupilzen iibergegangen.

Eine grossere Zahl von Injectionsversuchen, die mit
den Blutziichtungen unmittelbar angestellt wurden, ergab,
dass das Blut giftig wirkte, wenn die Ziichtung schon
24 Stunden angedauert hatte, dagegen noch nicht bei
12—15 stiindiger Cultur. Aber auch in den letzteren Fiillen

entwickelte sich selbst bei Anwendung grosser Blutmengen
kein Milzbrand.

Da Sporen zu diesen Versuchen giinstiger sein mochten
als Stibchen, und da im geschiittelten Blute keine Sporen
sich bildeten, so ziichtete ich solche in Fleischextractlosung
durch Aussaat aus einer der Bluteulturen. Von dem er-
haltenen Sporenbodensatz hekamen 15 weisse Miuse steigende
Mengen, von 0,1—1,0 cem, unter die Riickenhaut injicirt.
Hievon erholten sich die beiden mit der geringsten In-
jectionsmenge bald und bliebhen am Leben. Ale Miuse,
welche 0,3 cem und mehbr erhalten hatten, und eine der
beiden mit 0,2 cem injicirten starben am 1.—3. Tage, Bel
allen fand sich an der Injectionsstelle beginnende oder fort-
geschrittene Abscesshildung d&. h. trithe graue Fliissigkeit
mit viel von der Injection herrithrenden Sporen aber noch
viel mehr Faulnisspilzen, obwohl eine Reincultur eingespritat
worden war. Mehrfach fand sich betriichtliche Milzschwell-
ung ; aber die Organe enthielten nur vereinzelte Heubacterien.
Es handelte sich hier demnach vorwiegend um septische
Vorgiinge.

1) Die vollstindige Umwandlung in Milzbrandbacterien kime wohl
nur dann zu Stande, wenn das angewendete Blut vollstindig die Eigen-
schaften des im Thierkrper kreisenden besisse, was gerade in Folge
des Pilzwachsthums jedenfalls nur fir den Anfang der Zichtung der
Fall sein kann.
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Bei der zweiten von denjenigen Miusen dagegen, welche
0,2 ccm erhalten hatten, verlief die Sache anders. Dieselhe
schien anfangs davonzukommen; denn am 2. und 3. Tage
nach der Injection zeigte sie sich vollstindig munter. Am
4. Tage jedoch wurde sie wider Krwarten todtgefunden.
Bei der Section fand sich die Tmpfstelle am Riicken mit
einer geringen harten Kruste bedeckt, kein Eiter darunter,
die Musculatur jedoch an dieser Stelle ein wenig verfirbt.
Das Peritoneum war klar und vollstindig normal, ebenso
alle Unterleibseingeweide; nur die Milz fand sich gewaltig
vergrossert. Deren Untersuchung ergab sehr grosse Mengen
der charakteristischen Milzbrandstibehen. Ebenso enthielt
die Lunge massenhaft Bacterien, Leber und Nieren dagegen
sehr wenlg. Der ganze Befund machte os sohin unzweifel-
haft, dass hier ein Fall von Milzbrand vorliege. Zuar
vollstandigen Gewissheit wurde iibrigens aus der Milz mittels
der Isolirungsmethode eine Reincultnr hergestellt, welche in
der That erkennen liess, dass es sich um #chte Milzbrand-
bacterien handle. Ausserdem erwiesen die vorgenommenen
Controlimpfangen das gebildete Contaginm als sehr wirk-
sam, indem bei ganz kleinen lmpfmengen (schon 0,005 mg
der Milzsubstanz) der Tod lingstens innerhalb 24 Stunden
mit dem nimlichen Befunde des Milzbrandes erfolgte.

Ein zweiter Versuch an 17 weissen Miusen mit Mengen
von 0,1—0,8 cem hatte ganz analogen Ausgang. Die ge-
ringsten Quantititen blieben ohne weitere Folge, die grosseren
fithrten zum Tod durch Abscedirung. Eine der mit 0,3 cem
injicirten schien sich am 2. Tage erholt zu haben. Am 5.
jedoch fand sie sich todt, und die Section und die vorge-
nommenen Controlversuche ergaben ausgesprochenen Milz-
brand.

Ks wurden nun bei 5 Kaninchen Injectionen mit
1—12 cem der etwas verdiiunten Sporenfliissigkeit in den
Peritonealraum ausgefithrt.  Kines dieser Thiere zeigte sich

DT
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gleich am folgenden Tage krank und erlag am 5. Tage
nunter peritonitischen Erscheinungen. Die iibrigen 4 er-
holten sich nach der Einspritzung bald und wurden in den
folgenden Tagen vollstindig munter. 3 davon blieben auch
am Leben, das 4. jedoch fand sich am 5. Tage unvermuthet
todt. Die Section ergab vollstindiges Fehlen aller entziind-
lichen Erscheinungen; der Peritonealiiberzug aller Unter-
leibsorgane erwies sich vollkommen ungetriibt, ebenso die
Organe mit Ausnahme der Milz normal. Die letztere da-
gegen war merklich geschwollen. Mit Ausnahme dessen
war iiberhaupt kein abnormaler Befund fiir die Besichtigung
mit blossem Auge vorhanden. Die Untersuchung der, Milz
und Lunge ergab dagegen das Vorhandensein massenhafter
Stdbchen von dem charakteristischen Aussehen der Milz-
brandbacterien ; Leber und Nieren enthielten nur vereinzelte
solche Pilze. Die vorgenommenen Controlimpfungen und
Ziichtungsversuche endlich machten es zweifellos, dass hier
wiederum ein Fall von dchtem Milzbrand vorlag.!)

Diese Resultate bestatigten also die gehegte Erwartung.
Sie sind von entscheidender Bedentung, weil bei dem ge-
iibten Infectionsverfahren eine unabsichtliche Uebertragung
von ichtem Milzbrandcontagium auf die Thiere vollstindig
ansgeschlossen war. Ausserdem wurden anch Stallungen
zum Aufenthalt der Versuchsthiere beniitzt, in denen noch
niemals Milzbrandfille sich ereignet hatten.

1) Wegen der grossen Wichtigkeit dieser Resultate habe ich geglaubt,
die Diagnose auf Milzbrand gegen allfillige Zweifel moglichist sicher stellen
zu sollen, und desshalb Organtheile vom obigen Falle an Herrn Professor
Bollinger gesandt mit der Bitte, durch Impfangen das Vorhandensein
des dchten Milzbrandcontagiums seinerseits constatiren zu wollen. Das
Resultat dieser Controlversuche, welches Herr Professor Bollinger
der morphologisch - physiologischen Gesellschaft in Miinchen mittheilte,
lautete in der That dahin, dass durch Impfung mit Theilen der iiber-
sandten Organe eclatanter Milzbrand mit allen dazu gehdrigen Befunden
erzielt worden sei.
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Mie Jange Incubationsdauer von 4- 5 Tagen, wihrend
deren  die Thiere vollig munter waren, charakterisirte
iiherdies unverkennbar diese, nach Pettenkofer’s Be-
zeichnungsweise, ektogen erzengten Milzbrandfille gegeniiber
den contagios oder endogen hervorgerufenen, hei denen,
wenigstens fitr die Miuse, der Tod 24 oder lingstens
48 Stunden nach der Tmpfung zu erfolgen pflegt; diese
lingere Zeitdauer ist wohl erforderlich, damit die Umwand-
lung der veriinderten Heupilze im Korper in Milzbrand-
bacterien. erfolgen kanmn.

Bezeichnend war endlich die Krscheinung, dass in den
heiden, an Miusen ausgefithrten Versuchsreihen gerade die
mittlere Injectionsmenge positives Resultat ergab, d. h. die
grisste, welche noch nicht zu Abscedirung und damit zu
trithzeitigem Tode fiihrte. Hierin lag schon eine Andeutung,
dass das Procentverhiiltniss der positiven Fille erhoht werden
konne, wenn sich die Entstehung der Abscesse bei grosserer
Impfmenge vermeiden liess.

Fir die Theorie ist es allerdings geniigend, wenn ein
einziger, sicher constatirter Fall von Milzbrand durch Heu-
bacterien in einwurfsfreier Weise erzeugt ist. In praktisch-
aetiologischer Beziehuung aber fragt es sich, unter welchen
Bedingungen am leichtesten der ektogene Infectionsstoff im
Thierkorper in endogenen sich umzuwandeln vermag. Die
Autwort auf diese Frage wird durch specielle Versuche bei
verschiedenen Thierspecies erbracht werden miissen, weil
die verschiedene thierische Organisation hier jedenfalls von
merklichem Einflusse ist.

Vorliunfig habe ich in dieser Beziehung nur bei den
weissen Miusen die Untersuchung weiter gefiihrt, und zwar
nach dem oben erwihnten Gesichtspunkte. Die Injections-
menge musste vergriossert, die Entstehung von Abscessen
aber hintangehalten werden.

Die injicirte Pilzfliissigkeit verweilt bei diesen Thierchen
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offenbar lingere Zeit unter der Haut; es treten Gewebs-
sifte in dieselbe, und, da die injicirten Heupilze an dieser
sauerstoffarnien Stelle  vermchrungsunfihig sind, so ver-
mehren sich die Faulnisspilze, welche in einer solehen In-
jectionsstelle nie fehlen, und es entsteht in Kurzem ein Fiul-
nissherd. Die Ursache dieser Pilzentwickiung legt aber
keineswegs in dem KErguss von Gewebssiften an und fir
sich; bei subcutanen Knochenfracturen sehen wir beispiels-
weise keine Abcesse sich bilden , einfach desshallh, weil die
ergossenen Nifte der normalen Beschaffenheit der thierischen
Fliissigkeiten noch nahe geung stehen, um gleich diesen
eine  gewisse Widerstandsfihigkeit gegen die Fiulnisspilze
. hesitzen.

Der Grund der Abscedirang lag also hauptsiichlich in
der Verdinnung und Vergiftung der ergossenen Gewehs-
Hiissigkeiten durch die injicirte Pilzfliissighkeit. wodurch
dieselben zur Erndhrung von Fiulnisspilzen ungemein ge-
eignet wurden. Die Verdiinnung wenigstens liess sich
vollstindig vermeiden durch Anwendung trockenen Impf-
materiales. Hiezu wurden Leinenbindchen in die Sporen-
fliissigkeiten getancht. alsdann getrockuet und unter die
Riickenhaut der Miuse gebracht. Anf diese Weise gelang
es nun in der That ausserordentlich viel bessere Resultate
zu erzielen. Nach Feststellung der richtigen Impfmenge
konnte schliesslich in jedem einzelnen Falle dureh
die verdinderten Heupilze nach Ablauf einer Incubations-
dauer von 4- 6 Tagen der Milzbrand mit allen charak-
teristischen Befunden erzeugt werden.

Der genetische Zusammenhang der Milzbrandbacterien
mit den Heupilzen und die Moglichkeit des Uebergangs der
einen in die andern ist damit vollkommen und in heiden
Richtungen erwiesen. Zur Feststellung der natiirlichen
Aetiologie des Milzbrandes gentigen diese KErgebnisse zwar
noch nicht vollstindig, da es ja nicht gelang, mit den
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unverinderten Heupilzen den Milzbrand zu erzeugen und
da die vielleicht hesonderen Eigenschaften der an den Milz-
brandlocalititen vorkommenden Heupilze bisher noch nicht
erforscht sind. Es ldsst sich jedoch bereits erkennen, dass
unseren Vorstellungen in dieser Beziehung eine wesentliche
und grundsiitzliche Aenderung bevorsteht , die auch fiir das
praktische Verhalten nicht ohne Einfluss bleiben wird.
Um so eher wird dies der Fall sein miissen, da die gel-
tenden aetiologischen Theorien mit den Thatsachen durchaus
im Widerspruche sich befinden.



