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BAND VIII 1917 HEFT 2

Ueber die Brauchharkeit des Indolnachweisverfahrens nach Morelli

bei Kulturen von Bacterium coli.
Von J. THONI und H. GEILINGER.

(Mitteilung aus dem Laboratorium des Schweiz. Gesundheitsamtes.)

Der Nachweis der Befihigung von Mikroorganismen, aus dem Kiweiss-
molekiil bei seinem Abbau Indol zu bilden, hat von jeher in der Bakterien-
diagnostik eine Rolle gespielt und erlangte dann beim Studium der Varietéiten
des Buact. coli eine besondere Wichtigkeit. Seit Kitasato im Jahre 1889 zu
diesem Zwecke die Salkowski’sche Reaktion empfohlen hatte, ist die bakterio-
logische Technik noch mit einer Anzahl von weiteren solchen Methoden
bereichert worden. Der Grund dafiir lag vor allem in zahlreichen Beobach-
tungen mangelnder Zuverlissigkeit dieser Verfahren, welche, wie sich bald
zeigte, hauptsiichlich bedingt wurde durch die ungleiche Zusammensetzung
der bei der KErforschung des Indolbildungsvermigens verwendeten Nihr-
substrate. Der Beniitzung von Fleischwasserpeptonbouillon stand ihr mehr
oder weniger grosser Zuckergehalt hindernd im Wege, aber auch bei aus-
schaltung der Fleischbrithe bildete die Inkonstanz der zu verwendenden
Peptonpriparate immer noch ein sehr unerwiinschtes Hemmnis. Es ist des-
halb von Zipfel der Vorschlag gemacht worden, diesen unbestimmten Faktor
durch die Verwendung von Tryptophan, der Indol-a-aminopropionsiiure, an
Stelle von Pepton auszuschalten. Mit einer Asparagin, Ammoniumlaktat,
Dikaliumphosphat und Magnesiumsulfat enthaltenden, 0,3%0igen Tryptophan-
nihrlosung haben sich ihm die Methoden nach Salkowski-Kitasato, Ehilich-
Bohme, Zinno und Morelli als ungefihr gleichwertig erwiesen.

Die Veranlassung zu den vorliegenden Untersuchungen wurde gegeben
einerseits durch das Bestreben, ein fiir die Untersuchungspraxis, wie sie



in den kantonalen chemischen Laboratorien ausgeiibt wird, moglichst ein-
faches und zuverlidssiges Indolnachweisverfahren ausfindig zu machen, das
uns in der Morelli-Reaktion verwirklicht zu sein schien, andererseits durch den
Mangel an Uebereinstimmung in der Beurteilung dieser Methode von Seiten
der nachpriifenden Autoren. Konrich hatte das Verfahren bei 370 Colistéimmen
angewendet und es als «nahezu unbrauchbar gefunden» und zwar einmal
wegen der Undeutlichkeit der Reaktion und ferner wegen ihres spiten,
«frithestens am 2., allermeist aber erst am 3.—5. Tage» stattfindenden
Auftretens. Demgegeniiber kam Zipfel zu viel bessern Resultaten. In allen
Kulturen, in denen der Indolnachweis mit den anderen Reaktionen gelang,
war das auch der Fall mit der Morelli’'schen Methode, indem der eintretende,
rosarote Farbenausschlag immer unschwer zu beobachten war, wihrend er
ebenso unzweifelhaft bei den Kulturen ohne Indolbildung fehlte. Er bemerkt,
dass ihm das Verfahren als einfache und hequeme Kontrolle den anderen
Indolproben gegeniiber von Vorteil gewesen sei.

Morelli hat sich die Tatsache zunutze gemacht, dass kristallinische
Oxalséiure in Gegenwart von Indol eine rote Farbe annimmt. Er gibt tiber
die von ihm befolgte Technik folgendes an: «Da nun Indol eine fliichtige
Substanz ist, so dachte ich, dasselbe in der iiber dem Nihrboden liegenden
Atmosphére erfolgreich aufsuchen zu konnen. Das hierzu angewandte Ver-
fahren habe ich folgendermassen angegeben: In eine warmgesiittigte Oxal-
siurelosung wird ein Streifen Fliesspapier getaucht. Beim Erkalten bleibt
derselbe mit fester Oxalséiure giinzlich- belegt, da dieser Korper in der
Kilte weniger loslich ist als in der Wiirme. Der sterilisierte Papierstreifen
wird dann in die Atmosphiire des Reagensglases aufgehéingt. Durch Ein-.
wirkung des von den Mikroorganismen erzeugten Indols nimmt die anfangs
weisse Oxalsiiure allmihlich eine rote Firbung an, die schliesslich zu einer
ganz ausgesprochenen wird, wenn die Siure durch léingere Zeit mit den
Démpfen in Beriihrung bleibt. Behufs leichterer Ausfithrung erscheint es
hierbei angezeigt, die Streifen am distalen Ende spitzwinklig umzubiegen.
Die dadurch entstandene Knickung dient dazu, den Streifen am Rande des
Rohrehens vor Schliessung desselben festzuhalten». Morelli gibt eine Anzahl
von N#hrsubstraten an, die sich fiir die Ausfithrung der Reaktion eignen
sollen, so die gewohnliche N#hrbouillon, traubenzuckerhaltige sowie mit
Liebigs Fleischextrakt versetzte Bouillon, Peptonwasser, Plasmonlésung,
Milch, ferner gewdohnlichen und traubenzuckerhaltigen Nihragar, Nihr-
gelatine, Kartoffeln, Achalme’ sches Substrat. (Mit Gelatineldsung allein konnte
er niemals Indol nachweisen, was beim Fehlen der Tryptophangruppe in
diesem Eiweisskorper auch nicht zu erwarten war.) Als Mikroorganismen
fiir seine Versuche beniitzte er unter anderen verschiedene Stimme von
Bact. coli, Choleravibrionen, choleradhnliche Vibrionen, Typhusbazillen, Para-
typhusbazillen, Bacillus fwealis alcaligenes, Bac:llus enteritidis (Gdirtner). Die
Resultate der Oxalsiiureprobe stimmten stets mit denjenigen der bisanhin
bekannten Reaktionen iiberein. Zur Krzielung einer raschen Indolreaktion



waren besonders die peptonhaltigen Substrate geeignet. Hier liess sich oft
schon nach wenigen Stunden eine deutliche Reaktion nachweisen, zu einer
Zeit, wo die Salkowski’sche und Ehrlich’sche Probe hiiufig noch versagten.
Auch mit Nihragar soll die Reaktion schon nach 12 Stunden zu erkennen sein.

Wie diese Angaben zeigen, iibertrifft diese Methode an Hinfachheit
der Technik und Wohlfeilheit alle andern, so dass ihr, gleiche Leistungs-
fahigkeit vorausgesetzt, der Vorzug gegeben werden miisste. Morelli macht
noch auf einige weitere Vorteile seiner Methode aufmerksam: Sie soll fiir
Indol spezifisch sein, da ja nur das verdampfende Indol zur Reaktion gelangt,
Tduschungen durch im Substrat enthaltene anderweitige Substanzen also
ausgeschlossen sind; die Indolbildung kénne (wie oben bereits erwiihnt) ferner
auch bei festen Néhrboden verfolgt werden; sie kinne der Beobachtung nie
entgehen (was bei den anderen Methoden moglich sei entweder bei zu frither
Priifung der Kultur, wenn die Indolbildung langsam einsetzt oder aber bei
zu spiter Untersuchung derselben, wenn das gebildete Indol schon verdampft
ist), weil die Reaktionssubstanz unmittelbar nach der Impfung der Ein-
wirkung der Kultur iiberlassen bleiben konne (die einmal entstandene Rosa-
firbung der Oxalsiurestreifen bleibt néimlich bestehen). Als bhesonderen
Vorzug erwahnt er die Moglichkeit, die Indolbildung verfolgen zu konnen
ohne Zerstorung der Kultur.

Morelli vindiziert nun seiner Methode auch grossere Empfindlichkeit
«den bisher bekannten Reaktionen gegeniiber», eine Eigenschaft, deren Vor-
handensein ibr eine Vorzugsstellung einriumen wiirde. Es ist dabei darauf
hinzuweisen, dass in Anbetracht der Eigenart dieses Verfahrens a priori
nicht angenommen werden darf, dass Empfindlichkeit und Raschheit des
Indolnachweises dabei Hand in Hand gehen, da es denkbar ist,. dass kleinste
Indolmengen, auf welche die Reaktion als solche ansprechen wiirde, eben
noch einer gewissen Zeit bis zur vollstindigen Verdampfung bediirfen, einer
Zieit, wihrend der die Methoden, welche diese Substanz in der Kulturfliissigkeit
selber aufsuchen, vielleicht schon ein positives Resultat ergeben wiirden. Nun
ist aber gerade die Raschheit des Indolnachweises ein Postulat, welchem be-
treffend der Brauchbarkeit einer solchen Reaktion grosse Bedeutung zukommt.

Unsere Versuche sollten also vor allem der Klirung dieser Frage dienen,
ferner wollten wir noch die weitere Angabe Morell’s nachpriifen, dass es
nimlich mit seiner Methode im Gegensatz zu den andern gelinge, die Bildung
von Indol auch in traubenzuckerhaltigen Substraten nachzuweisen. (Wie
bereits erwihnt gelang ihm der Nachweis auch in Milch.) Es sei hier noch
bemerkt, dass wir mit Zipfel vollstindig davon iiberzeugt sind, dass es bei
kiinftigen derartigen Untersuchungen im allgemeinen bestimmt zusammen-
gesetzte Tryptophansubstrate sein werden, die sich fiir die Klirung dieser
Fragen am besten eignen. Wenn wir hier noch bei dem herkémmlichen
Peptonwasser geblieben sind, so hat das seinen Grund in der etwas schwie-
rigen Beschaffbarkeit dieses Korpers, die bei der Orientierung unseres Vor-
habens erschwerend ins Gewicht fallen musste.
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Ueber die von uns zur Kontrolle herangezogenen Verfahren sei hier
kurz folgendes bemerkt:

Wir beniitzten dabei das dlteste, mit Modifikationen immer noch aus-
geiibte Verfahren nach Salkowski-Kitasato, ferner das als am empfindlichsten
geltende nach Ehrlich- Bohme und endlich eine in neuester Zeit empfohlene
Methode von Baudisch. Fine Beriicksichtigung weiterer Reaktionen, wie
z. B. der Nitroprussidnatriumprobe, hielten wir nicht fiir notwendig, nicht
sowohl aus dem Grunde, weil sie den andern gegeniiber weniger gute HKr-
gebnisse lieferten, als wegen ihrem beziiglich der Technik nichts wesentlich
Figentiimliches bietenden Charakter.

Die Reaktion von Salkowski-Kitasato beruht auf der Ueberfithrung des
Indols in das durch seine rote Farbe gekennzeichnete salpetersaure Nitroso-
indol, was durch Zusatz von Schwefelsiure und eines salpetrigsauren Salzes
zur Kulturfliissigkeit geschieht. Kitasato setzte « zu 10 em® peptonhaltiger alka-
lischer Bouillonkultur .. ., welche 24 Stunden lang bei Bruttemperatur gestanden
hat, 1 cm?® einer Losung von reinem Kaliumnitrit, die 0,02 in 100 cm? ent-
hiilt und dann einige Tropfen konzentrierter Schwefelsiure zu». Hs zeigte
sich aber bald, dass verschiedene Umstinde die Brauchbarkeit der Probe
in Frage stellten. Bleisch wies nach, dass zum Zustandekommen der Rot-
farbung ein bestimmtes Verhiltnis zwischen Nitrit und Indol bestehen muss,
Lisener machte darauf aufinerksam, dass durch den Zusatz der konzentrierten
Schwefelsiure eine briunliche oder dunkelgelbe Verfirbung des Nihrbodens
zustande kommen kann, welche das Rot der Reaktion verdeckt, dass aber
andererseits auch Rosa- oder Rotfirbungen auftreten konnen ohne An-
wesenheit von Indol. Um diese Uebelstinde auszuschalten, wurden darum
eine Reihe von Modifikationen empfohlen, man verwendete z. B. anstelle
der konzentrierten Schwefelsiure verdiinnte Schwefelsiure oder andere
Sauren. Fihl hat angegeben, dass der von der Indolbildung herriithrende
Farbstoff beim Schiitteln der Kulturen mit Amylalkohol durch letzteren ex-
trahiert wird. Dadurch werden einmal ganz schwache oder durch Braun-
farbung des Nidhrbodens verdeckte Reaktionen erkennbar gemacht und dann
wird dadurch ferner ein weiteres Argument fiir die Spezifizitat der Reaktion
beigebracht, indem die meisten durch andere Kirper zustande gekommenen
Farbstoffe im Amylalkohol nicht 16slich sind. Konrich hat gezeigt, dass durch
die Verwendung einer geringeren Nitritdosis die Empfindlichkeit der Re-
aktion wesentlich erhoht werden kann. Nach Lehmann und Newmann soll
zuerst nur die Schwefelsiure zugesetzt und dann auf 80° erwirmt werden
zwecks Nachweis von eventuell bereits vorhandenem Nitrit (Cholerarot-
reaktion). Erst bei negativem Ausfall der Probe soll dann Nitrit zugefiigt
werden. Aus alledem ist zu verstehen, wenn in der Literatur eine ganze
Anzahl mehr oder weniger differierender Vorschriften zur Ausfiihrung der
Reaktion bestehen. Wir haben uns anféinglich an diejenige von Lehmann
und Newmann, spiter an diejenige von Conradi und Bierast und endlich an
jene von Zipfel gehalten.



Im Jahre 1906 empfahl dann Bihme die Ehrlich’sche Reaktion haupt-
siichlich in anbetracht ihrer Unabhiingigkeit vom gegenseitigen Mischungs-
verhiltnis von Indol und Nitrit. Sie beruht nach Fmil Fischer auf der Kon-
densation zweier Indolmolekiile mit einem Molekiil p-Dimethylamidobenz-
aldehyd unter Wasseraustritt zu einem Rosindol, das die Leukobase eines
intensiv roten Farbstoffes darstellt und durch Oxydation in diesen iiber-
gefithrt wird. Als Stammlosungen der Reagenzien gibt Bilme an:

«1. Paradimethylamidobenzaldehyd . . . . . . . . 4
Alkoliel (96900 So s v S L AT e S g i
Salzsiure, konzentrierte . . . . . ! 80

2. Kaliumpersulfat in gesiittigter wésseriger Losun" (als Oxy-
dationsmittel).

Zu etwa 10 em? der zu priifenden Fliissigkeit (Bouillonkultur) werden
5 em? der Losung 1, dann 5 em?® der Losung 2 zugesetzt, das Gemisch
geschiittelt. Bei Anwesenheit von Indol tritt sofort oder bei geringerer
Konzentration binnen weniger Minuten eine intensive Rotfiirbung auf; durch
Amylalkohol kann der entstehende Farbstoff ausgeschiittelt werden. Die
Intensitit der Farbung nimmt mitunter nach lingerer Zeit wieder ab. Kine
Beobachtungsdauer von 5 Minuten geniigt in allen Fillen zur Feststellung
der Reaktion.» Die Reaktion soll etwa 10 mal empfindlicher sein als die
Salkowski- Kitasato'sche. Auch dieses Verfahren ist fiir Indol nicht ganz
spezifisch. Doch sollen die zu T#uschung Anlass gebenden Substanzen nach
Zipfel beim bakteriellen Indolnachweis nicht in Betracht kommen ausser
Skatol, welches sich aber leicht von Indol unterscheiden ldsst, indem der
Reaktionsfarbstoff des Skatols in Chloroform mit blauer, derjenige des Indols
mit violetter Farbe in Losung geht, Hs wurde schon von Bihme die Be-
obachtung gemacht, dass auch ungeimpftes Peptonwasser mit den Reagenzien
eine schwache Rotfirbung erzeugen kann. Dieser Farbstoff unterscheidet
sich vom Indolfarbstoff durch seine Unloslichkeit in Chloroform. Dieses ist
als Ausschiittelungsmittel iiberhaupt ausschliesslich zu empfehlen, denn der
Amylalkohol kann bei Zusatz der Reagenzien ohne Gegenwart von Indol
selber eine intensive Rotfirbung annehmen, worvauf Zipfel, wie wir uns
selber iiberzeugt haben, mit Recht aufmerksam macht'). Diese Tatsache

') Die Reaktionssubstanzen wurden in den nachbezeichneten Mengenverhiiltnissen

SR T 11 0 v
a) Amylalkohol 1 2 3 2 4 cm

KaS:0s 3 3 3 1 1 »

Ehrlichs Reagens 3 3 3 1 1.5

Ks tritt fast sofort eine Rotfirbung auf, in I, II, I11 kirschrot, in IV hellkirschrot, dann
dunkler werdend, in V hellkirschrot. Dasselbe ist zu beobachten bei Weglassung von Ka-
linmpersulfat. Nach 4'/s Stunden sind die letzteren Gemische lila, 1 helllila.

Zu den Réhrchen mit Persulfat werden nach 10 Minuten je 5 em?® dest. Wasser ge-
setzt und stark geschiittelt. Nach einiger Zeit zeigt sich die wisserige Schicht fast ganz
entfirbt, nachdem sie ganz klar geworden. Nach etwa 4'/y Stunden ist die Amylalkohol-
schicht von I blasslila, yon II bis V lila.
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war uns zu Beginn unserer vergleichenden Priifungen leider nicht bekannt,
und so hielten wir uns anfinglich an die Bdlkme’sche Vorschrift. Wir ver-
glichen daher die Verfahren mit Amylalkohol und mit Chloroform an der
uns nachtriglich noch zur Verfiigung stehenden Hilfte der verwendeten
Versuchsorganismen und gelangten zu den in folgender Tabelle wiederge-
gebenen Befunden.
Tabelle 1.
Die Ehrlich-Bihme- Reaktion mit Amylallohol als Extraktionsmittel ecinerseits,
Chloroform andererseits.

|
‘ ‘ .
Coli-Stimme 24st. Amylalkohol {8st, Amylllohol 245, Chlorofomn | 486t hlorsform | _ MO
| (Kontrolle)

IA kirschrot kirschrot kirschrot kirschrot -+
B rosa (fleischrot) granatrot blassrosa™ rosa® 4
1616 | farblos (uach 5 Min. schwach rosa) | farblos farblos* | farblos® —
ID farblos (nach 5 Min. schwach rosa) | farblos farblos® | farblos® —

s I 8 kirschrot kirschrot kirschrot | kirschrot -
IF tarblos (uach 5 Min. schwach rosa) | granatrot blassrosa® rosa® -+
ELE; rosa (fleischrot) granatrot blassrosa® rosa® -}
LJ kirschrot kirschrot kirschrot , lila -+
IR kirschrot kirschrot kirschrot i kirschrot -}
IY farblos (spiter schwach rosa) hellrosa! farblos™ } farblos® —
I7Z kirschrot kirschrot kirschrot } kirschrot -+
# Farbe konstant bleibend.

Es ist daraus zu entnehmen, dass die Storung innerhalb der ersten 5
Minuten nach der Mischung der Reagenzien sich kaum bemerkbar macht.
Dieser Termin wurde von uns bei der Notierung der Befunde immer inne-
gehalten.

') (Fortsetzung der Fussnote S. 69):

b) Zu je 10 cm® dest. Wasser werden gesetzt:

L II
K2S20s b3 — cm?®
Ehrlichs Reagens 5 5t
Amylalkohol 2 2 >

und geschiittelt. Nach ca. 30 Sekunden macht sich eine Rosafirbung bemerkbar, in I
heller, in II dunkler. Amylalkoholschicht und wisserige Schicht sind zuerst etwa gleich
stark verfarbt. Nach '/ Stunde zeigt sich die wiisserige Schicht bei I beinahe entfiirbt,
die Amylalkoholschicht hellrosa, wiihrend bei IT die Rosafirbung auch nach dem Klarwerden
der wiisserigen Schicht in dieser nur wenig schwiicher ist als in der Alkoholschicht.

¢) Zu je 10 cm® Wasser werden gesetzt:

1 LI
K:5:0s 5 —c¢m®
Ehrlichs Reagens 5 5 »
(‘hloroform 2 A

und geschiittelt. Die Mischungen verfirben sich nicht.
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Als an Empfindlichkeit der Bdhme'schen Reaktion nicht nachstehend
bezeichnet Baudisch seine Indolnachweismethode mittels Nitromethan. Ueber
ihren Chemismus ist uns nichts bekannt, der Autor macht dariiber in der
Mitteilung, die uns ecinzig zur Verfiigung stand, keine néheren Angaben. Sie
soll auch bei Agarnihrmedien verwendbar sein. «Das Nitromethan kann man
entweder schon bei der Bereitung von Néhragar diesem zusetzen; es braucht
nur wenige Tropfen Nitromethan auf grosse Agarmengen . .. Man kann
aber auch das Nitromethan anstatt der Agarlosung der verdiinnten, ca. 10- bis
209 1gen Lauge hinzusetzen, der Effekt bleibt der gleiche.» Ueber die Aus-
fithrung der Reaktion gibt Baudisch folgendes an, wobei er Bezug nimmt
auf Oberflichenkulturen von Cholera auf Agarplatten: «Nach 8- bis 16-
stiindigem Wachstum im Brutschrank umgrenzt man mit der Platintse oder
besser mit einem Platinspatel die zu untersuchende Kolonie oder besser
Koloniengruppe mit dem darunterliegenden Agar, hebt dann die Kolonie
mit dem Agarbett heraus und gibt das Ganze in ein Reagensglas. Enthielt
der Agar bereits Nitromethan . ., so braucht man in das Reagensglas nur
verdiinnte Kalilauge zu geben und aufzukochen. Die heisse Liosung kiihlt
man am Wasserhahn etwas ab, gibt ca. 1 em® Amylalkohol hinzu, schiittelt
gut durch und nun fiigt man konzentrierte Salzsiure im Ueberschuss unter
abermaligem Schiitteln bei. Damit sich der Amylalkohol gut absetzt, er-
wirmt man das Ganze nochmals fast bis zum Kochen. Der abgetrennte
Amylalkohol ist, wenn die Kolonien auch nur #dusserst geringe Mengen In-
dol produziert hatten, rot oder rosa gefirbt und zwar wechselt die Inten-
sitit der Firbung je nach dem Indolgehalt. Enthielt der Agar kein Nitro-
methan, so gibt man einige Tropfen von diesem Reagens zu der verdiinnten
Lauge, die dann in dieser Form fiir die Indolreaktion immer bereit ist.»
Wir haben bei Ausfithrung der Reaktion das Nitromethan in Mischung mit
der Lauge in Anwendung gebracht.!) Dabei hielten wir uns an folgendes
Mengenverhiltnis der Reagenzien, das sich uns nach einigen Vorversuchen
als zweckentsprechend erwiesen hat:

Indolhaltige Fliissigkeit 1 cm® (oder 2 cm?)
Kalilauge - Nitromethanlosung 0,5 ¢m?® (oder 1 cm?®)
Amylalkohol 0,5 em?
konzentrierte Salzsiure im Ueberschuss.

') Die Erzielung einer positiven Reaktion mit sicher indolbildenden Colistimmen bei
Versetzung der Niithrmedien (Niihragar oder Peptonwasser) mit Nitromethan ist uns zwar
nicht gelungen (bei positiven Kontrollen: dieselben Nihrmedien ohne Nitromethan und
Ausfithrung der Probe nach Baudiseh mit dessen nachtriiglicher Verwendung), doch diirfen
wir uns dariiber kein Urteil erlauben, indem erstens die relative Grosse des Nitromethan-
zusatzes (0,5 bis 19/) bereits hemmend auf das Bakterienwachstum einwirkte und zweitens
gewihnlicher, aus Fleischwasser hergestellter Agar zur Verwendung kam, der bekanntlich
durch Zuckergehalt die Indolreaktion stiren kann. Da fiir uns diese Frage von unter-
geordneter Bedeutung war, so haben wir es bei diesen unmassgeblichen Versuchen be-
wenden lassen.
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Als Kalilauge - Nitromethangemisch benutzten wir eine wiisserige Lisung,
die 10 9, Kalilange und 0,5 9, Nitromethan enthielt. Wir glauben aber her-
vorheben zu miissen, dass wir einige Male mit diesem Gemisch, wenn es
bereits einen oder mehrere Tage alt war, abgeschwiichte positive oder ne-
gative Reaktionen bekamen in Féllen, wo sich mit frisch angesetzter Kali-
lauge-Nitromethanmischung schine positive Reaktionen erzielen liessen. Wir
stellten daher jeweilen das Gemisch kurz vor seiner Verwendung frisch her,
wobel wir durch tiichtiges Schiitteln das Nitromethan in der 107% igen Lauge
rasch in Liésung brachten.

Um zuniichst iiber die Empfindlichkeit der 4 Indolreaktionen orientiert
zu sein, priiften wir dieselben an Lésungen von Indol (von Kahlbauwmn be-
zogen) in destilliertem Wasser und 1 % igem Peptonwasser. Sie wurden wie
folgt ausgefiihrt:

1. Reaktion nach Morelli: 10 em® Indollosung; Oxalsidurestreifenende

2 em iiber dem Fliissigkeitsniveau; Beobachtung nach 24stiindigem
Aufenthalt bei 37° C. im durchfallenden Licht.

2. Reaktion nach Salkowski-Kitasato: 10 cm?® Indollssung -+ 0,5 cm?®
Kaliumnitritlssung (0,02%1g, in destilliertem Wasser, frisch herge-
stellt) - 1,5 em® Schwefelsiure (10 9,ig); Mischen; + 1 cm? Amyl-

* alkohol (Mischen).

3. Reaktion nach Fhilich-Bihme: 1,0 em?® Indollosung + 0,5 em® kon-
zentrierte wiisserige Kaliumpersulfatlosung (Mischen) -~ 0,5 cm?
Dimethylamidobenzaldehydreagens (Mischen) -+ 0,25 em?® Amylal-
kohol (Mischen).

4. Reaktion nach Bawudisch: 1,0 ecm?® Indollsung - 0,5 em?® Kalilauge
(10Y%1g) — Nitromethan (0,5%ig) — Gemisch; Aufkochen; -+ 0,5 cm?®
Amylalkohol (Mischen) -+ konzentrierte Salzsiure im Ueberschuss.

Dabei ergab sich folgendes:

Tabelle 2.
Reaktion nach Indol, geldst in destilliertem Wasser Indol, geldst in Peptonwasser
Morelli®) . . . .| 1:1200000 4 1:1200000 +
1:1500000 + 1:1500000bis1 : 2000000 -+
Sallowski- Kitasato || 1 : 4 000 000 - 1: 1500000 +4
1:8000000 -+ 1:2000000 +
Ehvlich-Bohme . . || 1: 8000000 -+ 1:1000000 4
1: 10000000 —+ 1:2000000 —
Baudisch . . . .| 1:600000 -+ 1:400000 -+
1: 800000 bis 1: 1000000 -+ | 1: 600000 bis 1: 1000000 +
¥) Beobachtung nach 21 Stunden bei 370 C.
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Dic Reaktion nach Morelli zeigte nach 5 resp. 10 Tagen noch hihere
Verdiinnungsgrade an:

Tabelle 2a.
Indol, geldst in destilliertem Wasser Indol, geldst in Peptonwasser
— e ———— = ———————— = — = ——e—— ——— .| — — — —
Nached CEagen s Sass T 1:4000000 - 1:4000000
1:8000000 + f 1:8000000 -
Nech 10 Tagén -, e ion, 1:8000000 - 1:8000000 -+
Bei Betrachtung im auffallenden .
Toig Tt leaton by = ek s T 1: 3000000 - 1: 3000000 +
1:4000000 — i 1:4000000 —
l i

Bei dieser Zusammenstellung lassen sich nur einerseits die Morelli’sche
und Salkowski- Kitasato’sche und andererseits die Hhrlich-Bohme'sche und
Baudisch’sche Reaktion unmittelbar miteinander vergleichen, indem fiir die
ersteren beiden 10 mal grossere Mengen von Indollosung verwendet wurden.
Hitte man bei grosstmoglicher Reduktion des Amylalkoholquantums die
Mengen der iibrigen reagierenden Fliissigkeiten 10 mal griosser gewiihlt,
so hitte sich wohl die Empfindlichkeit der letzten beiden Reaktionen noch
etwas steigern lassen, doch ist dabei zu beriicksichtigen, dass infolge der
Loslichkeit des Amylalkohols in Wasser (2,5 Gewichtsprozent bei 16,5°) ein
Teil des entstehenden Farbstoffes aus diesem nicht extrahierbar ist, der
sich mit der Steigerung der Menge der Indollosung proportional auch ver-
grossert. Wir sind in obiger Zusammenstellung bei der Notierung einer
positiven Reaktion (4-) bis zur &ussersten Grenze gegangen, da die Ent-
scheidung iiber den Ausfall der Reaktion andernfalls zu sehr vom subjektiven
Ermessen abhiingt. = bedeutet also bereits fraglichen Ausfall der Probe.

Da auch Buard eine auf Indol-Aldehyd-Kondensation beruhende Reaktion
in Vorschlag gebracht hat, die an Empfindlichkeit der Ehrlich- Béhme’ schen
nicht nachstehen soll, wobei er als Aldehyd das Vanillin (Methylprotoca-
techualdehyd, OsHs[OCHs]OH-Ci1) verwendet, so schien es uns von Interesse
zu sein, auch diese nachzupriifen. Sie wurde einerseits nach Angabe dieses
Autors ausgefiihrt, andererseits mit einer 10 mal stdrkeren Vanillinlésung
in Anlehnung an die Angaben von Denigés:
1. 10 em?® wisserige Indollosung +- 5,5 cm?® Alkohol (96 %, ig); Mischen;
4+ 1 em?® alkoholische Vanillinlssung, 0,029 ig + 3 cm® konzen-
trierte Salzsiure (Buard) oder ,

2. abgesehen von der Beniitzung von 1 cm?® 0,29 iger alkoholischer
Vanillinlosung dasselbe (Deniges).

Wie die folgende Tabelle zeigt, erwies sich diese Reaktion tatsiichlich
der Ehrlich-Bihme’schen an Empfindlichkeit sogar etwas iiberlegen.



Tabelle 3.

Ehrlich - Bohme *)

Indol-Ldsung, Alkoholische Vanillin-Ldsung 0,02/100
dii?;?:-ng 5 Minuten 15 Minuten 30 Minuten 1 Stunde 20 Stunden ohne Amylalkohol AIE;;L
1;. . h v h v h v h i v h v h v alkohol
10000 | Rosa- | Eosin- | Rosa- Rosa- Rosa- Orange |Eosinrosa| Granat- | Magenta- — Tief Hochrot | Dunkel- Tief
, schimmer | rosa |schimmer| orange |schimmer rot rot magentarot kirschrot | kirschrot
100 000 » » » Fosinrot > Eosinrot » Eosinrot | Schwach | Magenta- | Kirschrot| Stark |Kirschrot
magentarot rot bis rosa | kirschrot
1000 000 — Rosa- » Rosa » Rosa Rosa- | Eosinrosa | Magenta- | Magenta- | Schwach | Hochrot Rosa
schimmer schimmer rotschimmer |rosabraunlich rosa
2 000 000 — » » » » » » Rosa — Rosa Rosa- Rosa »
schimmer
3 000 000 ST » » » » » » » — » == Schwach Rosa-
rosa schimmer
4 000 000 — » — Rosa- » Rosa- » Rosa- — Rosa- — Rosa- —
schimmer schimmer schimmer schimmer schimmer
6 000 000 T » —_— » _— » — » — » —_— » ? —
8 000 000 — i = — e s e 5 it =S 0 25 et
10 000 000 — — — £ — i = = o 20 5 1) %,
12 000 000 — = = = —_— = e =2 2 2 = 2 =4
14 000 000 — e = == ek b s A e At e iz £t
16 000 000 — — —= = e = ot e il ol ke = o

#) Wir beniitzten bei diesem Versuch als Ausgangslosung die gleiche 19/ige Indollésung, weleche im vorhergehenden in Verwendung kam, bei deren
Herstellung wir durch 5 Minuten langes Erwiirmen auf 60 C. und folgendes Schiitteln eine vollkommene Aufldsung des Indols erzielten. (Focek macht tber
die Loslichkeit von Indol im Wasser die Angabe, dass sie bei 200 C. ca. 1:500 betriigt, aber nur in dem Falle, dass alkoholische Indolldsung zum Wasser
unter fortwihrendem Schiitteln tropfenweise zugesetzt wird.) Diese Lisung wurde unter Glasstopfenverschluss im Dunkeln bei Zimmertemperatur einige
Tage aufbewahrt und dann nach abermaligem Schiitteln fiir den vorliegenden Versuch gebraucht, da an ihr weder Triibung noch sonstige Verinderungen
festzustellen waren. Dessenungeachtet dirfte eine teilweise Zersetzung des Indols eingetreten sein, womit sich die in diesem Versuche zutage getretene
(schell{l)are) geringere Empfindlichkeit der Ewlich-Bihme'schen Reaktion erkliren wiirde. Da es uns bei der Beurteilung der Buard’schen Reaktion nur auf
Vergleichswerte ankam und diese Reaktion nicht weiter beriicksichtigt wurde, so sahen wir von einer Wiederholung dieses Versuches mit frischer Indol-

_16sung ab.

s



Tabelle 3a.

Indol-Ldsung

Alkoholische Vanillin-Losung 0,2/100

S - 5 Minuten 15 Minuten 30 Minuten 1 Stunde 20 Stunden
Verdiinnung /... o
h v h v h v h v h v
10 000 Fosinrot | Granatrot | Granatrot Tief Granatrot Tief Granatrot Tief Tief Tief
granatrot granatrot granatrot |magentarot| magentarot
100 000 » Intensiv Eosinrot Tief Eosinrot | Granatrot | Fosinrot | Granatrot Hell »
eosinrot eosinrot magentarot
1 000 000 Rosa Eosinrot Rosa Eosinrot Rosa Eosinrot Rosa Eosinrot [Magentarot-| Magentarot
schimmer
2 000 000 » » » » » » » » » Eosinrosa
3 000 000 Rosa- FEosinrosa Rosa- Eosinrosa Rosa- Eosinrosa Rosa- Fosinrosa » P Rosa
schimmer schimmer schimmer schimmer
4: 000 000 » » » » » » » — »
6 000 000 -— Rosa —_ Rosa — Rosa — Rosa — Rosa-
schimmer
8 000 000 — Rosa- — Rosa- — Rosa- — Rosa- —
schimmer schimmer schimmer schimwmer
10 000 000 — [ Sk - == o il i oy bse

Zeichenerkldrung fiir Tabelle 3 und 3a:

h = horizontale Betrachtung;

v s vertikale Betrachtung;

— — negativer Ausfall der Reaktion.
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Ein Nachteil derselben besteht in dem Fehlen eines Extraktionsmittels
fir den gebildeten Farbstoff. Vorausgesetzt, dass die Reaktion fiir Indol
spezifisch ist, kann dieser Umstand nicht allzu sehr ins (fewicht fallen, wenn
die Kulturflisssigkeit in hoher Schicht vertikal von oben gegen einen weissen
Hintergrund beobachtet wird. Wesentliche Vorteile gegeniiber der Fhilich-
Béhme'schen Reaktion bietet die Buard’sche Probe, abgesehen von der
grosseren Wohlfeilheit und besseren Beschaffbarkeit der Reagenzien, indessen
kaum.

An Hand einer Anzahl von Kulturversuchen mit Hiilfe der gebriiuchlichen,
leicht und ohne besondere Kosten herzustellenden fliissigen Néhrmedien
sollte nun eruiert werden, ob sich die #Husserst einfache Morelli’sche Re-
aktion an Leistungsfahigkeit den iiblichen Indolproben gleichstellen ldsst.
Als Versuchsorganismen verwendeten wir eine Reihe von aus Abwasser oder
Fikalien geziichteten, kulturell-biologisch charakterisierten Colistimmen, so-
wie einige dem DBact. coli nahestehende Organismen. Die Impfung erfolgte,
wo nichts anderes bemerkt wird, von 24stiindigen, bei 37° C. aufgestellten
Agaroberflichenkulturen mittels kleiner Oese. Fiir die Herstellung der Néhr-
medien wurde in der Regel «Peptonum siccam» Witte- Rostock verwendet,
das fiir diesen Zweck unter verschiedenen Peptonpriiparaten besonders ge-
eignet sein diirfte. Spéter waren wir aus dusseren Griinden gezwungen, uns
anderer Priparate zu bedienen, nfimlich des Peptons Byla und des Peptons
«Bern». Die Kulturfliissigkeit wurde zu 10 cm® in Reagensrohrchen abge-
fillt. Die Kulturen standen wihrend der Versuchsdauer bei 37¢ C.

1. Versuch.

Niihrsubstrat: Als solches dient ein Peptonwasser folgender Zusammen-
setzung:

Beitangawaeget . 0 P SRt st D ek 3000 em®
Pepton clite S Sl cii s S S R e e D e
KOEhasl g ne s W et sra o Sl e e B2 B i hen s 9,0 g
AT RGN e SR S5 SR e e S R 0,18
| A R L N SRR AN P AR e i 02g

Versuchsorganismen : Sie stammen aus Abwasser. Ks sind Colibakterien
mit und ohne Indolbildungsvermigen, von denen sich «IS» als Grascoli,
«I U» und «I7Z» als Bact. coli imperfectum, «1X>» als Bact. coli mutabile
noch niher charakterisieren liessen. «I W» ist ein Buet. lactis aérogenes,
«I Y» gehort zu der Gruppe der (Gelatine verfliissigenden, gelben) Mehlcolu,

Bemerkungen zur Ausfiihrung der Reaktionen und den in Tabellen 4 und
5 wiedergegebenen Versuchsresultaten: Von einer besonderen Sterilisierung
der fiir die Reaktion nach Morelli notwendigen Oxalséiurepapierstreifen haben
wir abgesehen, nachdem sich ergeben hatte, dass dieselben bei Behandlung
im Autoklaven Husserst briichig werden, bei trockener Sterilisation (1 Stunde
bei 120° C.) aber verkohlen. Wenn die Streifen nach dem Eintauchen in die
kochende konzentrierte Oxalsidurelosung zur Aufbewahrung und eventuellen



Tabelle 4. Indolreaktion nach Moielli.
Coli- Trackene Oxalséurestreifen Feuchte Oxalsurestreifen
sdume | 1. Tag|2.Tag|3. Tag|5.Tag g|10.Tag|15.Tag|20.Tag|80.Tag|40.Tag|1.Tag|2. Tag| 3. Tag | 5. Tag | 7. Tag [10.Tag|15.Tag|20.Tag|30.Tag |40.Tag

' i : |

L S e SR i 5 0| Wt i o e e ) e i et S O e et e B s o B e o e e e
LTS R T i B i s 6 o o S ) < 2 ) o o s () R i = 5 i o o ey e et e e
EG — — — — — — s —— — - — — — — — — | — — - —
A R e O = — = il s — — — | — — — —
S O N o e o R R U s ++(+ 2 b i ! s 2 1 e et i 5 RG] T L S A 1 i ¥ e i i e
I8 s WA R AT O B i e o B, s 8 L B o Sl i e o8 R B == =t T e N B e o e =
1515 AT R e R R R R o N 1 i i s e e e e i e | e e =h, 7 ] 1 e e s e 5 1 I i v e e
IH| — | — | — | — | — — — — — — =1 =1 — — — e — — —
0 T Rl R (0 ot S R S o 1l & 1t i o e o B i e M S + | ++ |+ [t
PR s e e I e e R Qs Lt
IL | — | — | + | + | ++ [F+H A+ — |+ b B B s S ot s e O e i
R s S — = -~ = S ) TR e e i
6P S R R C el < e e e AR e e = S e b = -
POl e e B L2 s i el et | G A L L e i e s =
i e R R B PR ARy 2 R et e = il SEvE 0 = gl £ s e bl =k
00 i ol O T e = & = sl s e o= = ==l = = =
BT 7S e L el e v S A e e e e e S e S o B LI [t il e -!—-r—i-i—i--{——l- S T g e
J 5= e S e G e e B = = S o I Do Bl Mo K i = o ] e
S 2 e Wl e MG X s o] s et b i e e e s e el + SR +++ S e e et
R e L S B e e e B e s e e s mns R e e G Frfle ks +++. R b P e o e e e
%Y‘ B i S 0 R e i o e o e i B s e o ke ek | ol e 5 ] o e e e o i e e e

We - — = L Ly A A5 ok e A AX et £ S = At o s, LA B
IX | — | — | — | — | — — -— — — — — | — | — - — — — — - -
g M=ok 2 e a0 W B s v e e e gtV o s At Sy +++;+++ R s 8 o e o

$0 rliira Morelli : Salkowski-K. und Ehrlich-B. : = Rosafiirbung mit Am
fﬁ: Tﬁiﬁfl:r:i b?sgi et Ry e ol;me Vel.lfa:bing; +-t = gogfﬁf.?hll:ng } (re:p%(]tﬂloai‘l(ﬁ%?uoll)

i)

- = schwach rosa;

f-+-+ = dunkelfleischrot.

~+--+ = intensive Rotfirbung

extrahierbar

LL



Tabelle 5.

(- Indolreakfion nach Salkowski-Hitasato - Indolreaktion nach Ehrlich-Bahme {8
e |1 Tag|2.Tag| 8. Tag |4. Tag | 6. Tag | 8. Tag |10.Tag|15.Tag|23.Tag|30. Tag|1. Tag|2. Tag 3.Tag| 5. Tag |.7. Tag [10.Tag|15.Tag 20.Tag130.'rag 40.Tag
IA | + [++|++ | ++ |4+ |+ | ++ FHHFFHFH - = | =+ | F | | |
IB | + [(B) | (B | ++ | ++ F+HF+H - - = | = | D | B+ |+ — |+ |+
ey el oo SR S OV T B S TR G pEnRtle e R RIS B Zo ) Sl S e R P o ot R R T
(i e e Uy R Rl e e s Dl SR S IR S S 1 B SRR S RCRIEOR R g e (R SRR S
IE | + | + |[++ | ++|++ | ++ | ++[FHHH HHHHH - (= |- BB+ |+ = | + | —
IF | + | + [+ ++ |+ o - - = = = = = = -] -
IG | + | + | ++ | ++ |+t F+HH+HHFHH A - - - B D BB
)t S R o R S ) e P o L B B T i ey ) RS R SRS T Ll S g -
IJ |+ |+ | + | +H|++ |+ |+ |+ - = = = | = | = | B = | D] —
W e ol S ek = e E 5 b ) LR s S el - = = = 1 e
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Trockmung so in sterile Petridoppelschalen gelegt werden, dass das nicht
impriignierte Ende daraus hervorragt, so kann von einer grossen Infektions-
gefahr nicht die Rede sein. Die Trocknung fand bei 46° C. statt, wobei die
Schalen ganz wenig geoffnet waren. — Das erste Auftreten einer positiven
Reaktion liess sich am schiirfsten bei Betrachtung im durchfallenden Licht
und Vergleichung mit einer negativen Kontrolle feststellen. Es dokumentiert
sich als eine schmutzige Verfirbung des Papierstreifens, die nach Verlauf
einiger Stunden einem deutlichen Rosaton weicht. Dieser wird wéhrend der
folgenden Tage intensiver, so dass schliesslich ein dunkles Fleischrot resultiert.

Die Reaktion nach Swlkowski-Kitasato wurde nach den Angaben von
Lehmann und Newmann ausgefithrt: Versetzen der Kultur mit 2 bis 3 em?®
Amylalkohol und Schiitteln; Zusatz von 5 cm?® 107%iger Schwefelsiiure und
Erwirmen auf 80° C. Bei ausbleibender Rotfirbung des Amylalkohols all-
méhlicher Zusatz von 0,5 bis 2,0 cm?® 0,05 % iger Natriumnitritlosung bis zum
Maximum der Reaktion. — Bei sidmtlichen nach einem Tage als positiv
vermerkten Kulturen trat die Rotfirbung ohne Nitritzusatz auf. Am 3. Tage
reagierte auch «I W» positiv und zwar ebenfalls ohne Nitritzusatz. Am
6. Tage ergaben ferner die Stimme «1 N» und «I Q» eine schwache positive
Reaktion, indem sich die Amylalkoholschicht schwach rosa verfirbt erwies,
bei «IN» erst nach Zusatz von Nitrit, bei «I Q» schon vorher. Auffallend
ist aber der Umstand, dass die unter der Amylalkoholschicht stehende
Peptonwassersiiule bedeutend stéirker rot war. Am 10. Tage ergibt wieder
Stamm «I W» eine deutlich positive Reaktion, doch ist die Peptonwasser-
schicht ebenso stark rot gefirbt wie die Amylalkoholschicht. Am 15. Tage
zeigten die Stimme «I C», «I D», «I H», «IN», «I10» «IP» «IQ»und
«I W» bereits vor dem Nitritzusatz ganz schwache Rotfiirbung der Amyl-
alkoholschicht. Sie ist aber auch nach dem Nitritzusatz nicht intensiver
geworden als diejenige der Peptonwasserschicht.

Die Reaktion nach Ehrlich-Biohme wurde nach Bdhme’s Vorschrift aus-
gefithrt mit der Abweichung, dass an Stelle von Kaliumpersulfat Natrium-
persulfat verwendet und dessen konzentrierte wésserige Losung vor der
Dimethylamidobenzaldehydlosung zur Kulturfliissigkeit gesetzt wurde.

Zusammenfassung der Versuchsergebnisse :

1. Die Empfindlichkeit der Reaktion nach Morelli wird etwas erhoht
durch Verwendung feuchter Oxalsiiurepapierstreifen statt trockener.

2. Die Salkowski-Kitasato’sche Reaktion hat sich beziiglich Raschheit
der Erzielung positiver Ergebnisse etwas empfindlicher erwiesen
als die Probe nach Morell:.

3. Jene gibt aber ofters zweifelhafte Resultate, was bei dieser nicht
der Fall ist. :

4. Die als schiirfste Indolprobe geltende Ehrlich-Bihme’sche Reaktion
hat sich in diesem Versuch auffallenderweise als am wenigsten
empfindlich erwiesen.
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2. Versuch.

Selter empfiehlt als geeignetsten Nihrboden fiir den Indolnachweis ein
Peptonwasser folgender Zusammensetzung:

Wdssar e seme Ll i s U e s ol e Sl Saeo R e 000 am”
Peptonum giecumy " Witte . . 20 0 oL 0 1000 g
Natmumphesphatns 55 s SRE Sutiieait st 50 g
Mapniesinmeulat .. b o0 T S TR 1,0g?h

Es war deshalb von Interesse, die drei Reaktionen beziiglich ihrer
Leistungsfihigkeit auch an Hand solcher Kulturen zu vergleichen. Als Ver-
suchsorganismen kam eine Anzahl der im vorhergehenden Versuche beniitzten
in Verwendung. Die Ausfiihrung der Reaktionen blieb dieselbe. Die Versuchs-
resultate sind in Tabelle 6 enthalten.

Tabelle 6.

\
Ol Nach 1 Tag Nach 2 Tagen ‘J Nach 14 Tagen Nach 23 Tagen

;. 1 1 | F Dt = |
StAmme | yoroiii ISalkowski| Ehrlich || Morell iSalkowskii Ehrlich | Morelli [Salkowski| Ehrlich || Morell iSalkowski
| 5

|
TA | 4+ | 4+ |+ bt b b

IB | 4+ | 4+ | ++ [t o
|

75 Ry, S s ) N SIS e el e sl RIS el e

o 0 Jhs RS AT SR S TRl AU (G S e O R e s B O S
LB B e el e e e e e e e
L 8 e i s e 5 s e b 3 i et

LG | ++ | 4 [ o
T3 [ [ | b b e e e e e
IL | 4 | 44 |+ bk e
' (ORI U O U ORI [N Subin Seaes H Y W y

1Y - — i = = = 51 i L I

17| 44 | o [ b A o

Bei der Reaktion nach Salkowski-Kitasato trat diesmal bei den ein- und
zweitigigen Kulturen eine Rotfiirbung erst nach Zusatz einiger Tropfen Nitrit-
losung auf. Nach 14 resp. 23 Tagen entstand bei dieser Probe auch bei den
beiden Stimmen «I C» und «I D» eine Rosa- resp. Rosaviolettfirbung. In-
folge des Schiittelns bildet die Amylalkoholschicht vorerst eine Emulsion;
die Rosafiirbung teilte sich auch dieser mit. EKErst beim Klarwerden der
Amylalkoholschicht zeigte es sich dann, dass der Amylalkohol farblos ge-
blieben war. Bei einigen positiven Stimmen erschien das Rot der Pepton-
wasserschicht kaum weniger intensiv als dasjenige der Amylalkoholschicht.

) Beziiglich der Herstellung gibt Selter an: «Zur Bereitung dieser letzteren Niihr-
1)

biden wurde das Pepton mit den Salzen im Wasser etwa /s Stunde gekocht, filtriert und
im Reagensréhrchen sterilisiert».
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Zusammentfassung der Versuchsergebnisse :

1. Wird statt 1%igem 109, iges Peptonwasser verwendet, so lisst sich
das Indol mittels der Reaktion nach Morelli ebenso rasch nachweisen
wie nach Salkowski- Kitasato und FEhrlich-Bihme.

2. Bei diesem hohen Peptongehalt bildet sich in positiven &lteren Kul-
turen bei der Salkowski-Kitasato’schen Reaktion oft so viel Nitroso-
indol, dass die wiisserige Kulturschicht sich so stark gefiirbt erweist
wie die 2 bis 3 cm® Amylalkohol.

Die Probe nach Ehrlich-Bihme erwies sich zum mindesten als ebenso
leistungsféihig wie die beiden andern.

o

3. Yersuch.

In Anbetracht des relativ hohen Preises des Peptons schien es wiinsch-
bar, zu priifen, ob sich ein 5%iges Peptonwasser fiir die gleich rasche
Ermittlung indolbildender Colistiimme nicht ebensogut eigne wie das 109, ige.
Es hatte folgende Zusammensetzung:

WWagher ¢ 0o o, E000 ‘em® Magnesiumphosphat . . 10¢g
Pepton Witte . . . 50,0g Natriomsulfat . . . . 50¢g

Dabei kamen die gleichen Organismen wie im vorhergehenden Versuch
zur Verwendung. Die Reaktion nach Salkowski-Kitasato wurde in der Modi-
fikation von Conradi und Bierast ausgefiihrt, indem wir 10 em3 Kultur mit
1 em?® frisch bereiteter 0,005%iger Kaliumnitritlosung und 1 em?® 259 iger
Schwefelsiiure versetzten. Nach der Mischung blieben die Rohrchen eine
halbe Stunde bei Zimmertemperatur stehen. Dann wurde mit 2 bis 3 ¢cm?
Amylalkohol extrahiert. Das Krgebnis war folgendes:

Tabelle 7.
Nach 1 Tag Nach 2 Tagen Nach 10 Tagen
Colistiimme [ :
Morelli ~ Salkowski | Morelli | Salkowski | Morelli | Salkowski

IA s o ot Spien y s W Fa
LB 13 e SiEah ajine 3548 = g
I1C - — — - - —
ID - \ - — — — —
IE ol VB Ea ok oot bt i o e W s
) = oy S R 4ok i s aan o ake o s
16 S R ++ il ke
LJ Ak e oy o i gumy o 0 i
1L o+ | A | R | R |
IR o+ b | A | | R |
LY — — — — — —
I'Z T s B et ey T
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Bei den positiv reagierenden 10tigigen Kulturen zeigte die Reaktion
nach Salkowski-Kitasato ein eigenartiges Verhalten: Nach Zusatz der Rea-
genzien trat die Rotfirbung vorerst rasch ein, um aber nach 15 bis 20 Mi-
nuten langem Stehen wieder zu verblassen, so dass dann das nach 30 Minuten
vorgenommene Ausschiitteln mit Amylalkohol bei allen positiven Stimmen
ein negatives Resultat ergab. Nach einer Erwiirmung der Réhrchen auf
50 bis 60° C. im Wasserbad trat indessen bei den positiven Kulturen in
der Amylalkoholschicht wieder Rotfarbung auf, was bei den negativen nicht
der Fall war. Wir sind der Ursache dieser Erscheinung nicht nachgegangen,
doch konnte sie nach unserem Dafiirhalten in einer Storung des fiir die
Reaktion richtigen Mengenverhiltnisses zwischen Nifrit und Indol liegen,
so zwar, dass sich einerseits in den 10tédgigen Kulturen schon vor Zusatz
der Nitritlosung eine gewisse Menge von durch die Organismen gebildetem
Nitrit (herstammend aus einer Nitratverunreinigung der fir die Pepton-
wasserbereitung verwendeten Chemikalien oder — was zwar nach der Arbeit
von Bleisch fraglich, gemiss den Befunden von Mazzetti aber als wohl moglich
erscheint — aus dem Pepton) vorfand, andererseits aber ein Zuriickgehen
der Indolmenge infolge von Verdunstung statthatte, so dass sich dann eine
fiir die Entstehung des Nitrosoindols zu grosse Nitritmenge ergab. Bei einer
hoheren Temperatur aber kinnte eine Verschiebung dieses optimalen Mengen-
verhiltnisses zwischen Nitrit und Indol fiir die Nitrosoindolbildung statt-
finden, so dass dann die Reaktion wieder positiv wird.

Zusammenfassung der Versuchsergebnisse: Auch bei Verwendung 59, igen
Peptonwassers tritt bei den indolbildenden Organismen die Reaktion nach
Morelli ebenso rasch in die Erscheinung wie diejenige nach Salkowski-Kitasato.

Da fiir uns unter den indolbildenden Mikroorganismen das Bact. coli
das grosste Interesse beansprucht, hielten wir es fiir notwendig, zu priifen,
ob sich der Parallelismus zwischen der Probe nach Morelli und Salkowski-
Kitasato an einer weiteren grosseren Anzahl solcher Kleinwesen ebenfalls
nachweisen lasse. Wir benutzten dazu Colistimme, die teils aus Abwasser,
teils aus menschlichen Fizes geziichtet worden waren. Die Salkowski-
Kitasato-Reaktion wurde nach Conradi und Bierast bei Ziichtung in 17, igem
Peptonwasser (Pepton Witte) ausgefithrt. Wir gelangten zu folgenden Re-
sultaten: :

4, Yersuch.

1. Von 22 Colitypen aus Abwasser ergaben nach 20 Tagen 5 eine sehr
starke Morelli-Reaktion. Von diesen reagierten stark nach Salkowski- Kita-
sato 3, sehr stark 2. Sadmtliche iibrigen verhielten sich bei beiden Proben
negativ.

2. 40 Colitypen aus menschlichen Fizes zeigten nach 7 Tagen eine
sehr starke Morelli- und eine starke Salkowski- Kitasato-Reaktion.

3. 15 Colitypen aus menschlichen Fizes wiesen nach 6 Tagen eine sehr
starke Morelli-Reaktion und eine starke Salkowski-Kitasato-Reaktion auf.



4. 10 Colitypen aus menschlichen Fizes ergaben nach 9 Tagen eine
sehr starke Morelli-Reaktion und eine starke Salkowski-Kitasato-Reaktion.

5. 25 Colitypen aus menschlichen Fizes zeigten nach 6 Tagen eine
starke Morelli-Reaktion. Nach Salkowski-Kitasato trat zuniichst nach Zusatz
der Reagenzien keine Rotfirbung auf, diese stellte sich bei 19 Stimmen
erst ein nach Erwidrmung auf 80° C. Sie war von mittlerer Intensitiit.
6 Stamme aber verhielten sich auch dann negativ.

- 6. 40 Colitypen aus menschlichen Fiizes reagierten nach 12 Tagen nach
Morelli sehr stark positiv. Simtliche erwiesen sich auch nach Salkowski-
Kitasato als Indolbildner. Doch fiel die Reaktion nur bei 15 sehr stark
positiv aus, bei 16 war sie von mittlerer Intensitiit, bei 9 schwach.

7. 30 Colitypen aus menschlichen Fdzes ergaben nach 25 Tagen eine
sehr starke Morelli-Reaktion, die eine Hilfte eine sehr starke, die andere
eine starke Salkowski-Kitasato-Reaktion.

Zusammenfassung der Versuchsergebnisse :

1. Von weiteren 182 Colitypen haben sich 17 sowohl nach der Morelli-,
als auch nach der Salkowski-Kitasato-Reaktion als Nichtindolbildner
erwiesen, 6 verhielten sich nach Salkowski- Kitasato negativ, withrend-
dem die Morelli-Reaktion stark positiv ausfiel, die iibrigen 159 ver-
hielten sich nach beiden Proben positiv;

2. Eine Uebereinstimmung der beiden Reaktionen war also festzustellen
in 96,7%, in 3,3% hat die Salkowski-Kitasato-Reaktion versagt;

3. Die Reaktion nach Morelli darf also beziiglich der Coligruppe als
zuverlassige Indolreaktion bezeichnet werden.

Da es beim Nachweis von indolbildenden Mikroorganismen meistens
von Wichtigkeit ist, moglichst friihzeitig iiber ihr diesheziigliches Verhalten
Grewissheit zu erlangen, so hielten wir es fiir notwendig, uns in dieser
Hinsicht iiber den Ausfall der Morelli-Reaktion noch etwas niiher zu orien-
tieren. Im ersten Versuch, wo 1%iges Peptonwasser verwendet wurde,
hat sie die gleichen Indolbildner, welche von der Salkowski- Kitasato- Reaktion
nach 24 Stunden als solche angezeigt wurden, erst einen Tag spiiter nach-
gewiesen. KEs liegt in der Kigenart dieser Reaktion, deren positiver Ausfall
ja von dem Entweichen des Indols in Dampfform aus der wisserigen Kultur-
lssung abhiingt, dass gerade hier punkto Raschheit des KEintretens sich
Bedenken geltend machen mussten.

Wir haben zum Vergleich die Reaktion vach Baudisch herangezogen,
da sie der Autor gerade im Hinblick auf ihre Tauglichkeit als Friithdiag-
nostikum empfohlen hat. Als Nihrmedium benutzten wir ein nach dem im
ersten Versuch angegebenen Rezept hergestelltes Peptonwasser, wobei aber
statt Pepton Witte ein Pepton Byla franzosischer Herkunft verwendet wurde.
Die Kulturfliissigkeit wurde diesmal zu je 8 em?® abgefiillt. Die Impfung

erfolgte von 24 Stunden bei 37° C. gestandenen Bylapeptonwasserkulturen,
wobei nach Mischen der Kultur je 3 mittelgrosse Oesen iibertragen wurden.



84

Die Baudisch-Reaktion fithrten wir mit 1 em?® Kultur und 0,5 em?® Kali-
lauge-Nitromethangemisch in der frither angegebenen Weise aus. In den
folgenden Tabellen 8 und 9 sind die Versuchsresultate wiedergegeben.

Tabelle 8.
[

ol Nach 7'/ Stunden | Nach 17 Stunden | Nach 24 Stunden Nach 48 Stunden
oli- :
L Morelli | Baudisch | Morelli | Baudisch | Morelli | Baudisch | Morelli | Baudisch
15 =f i 4 et S R SR S
1B | — | B I o I S e o RS e

180, — — —_— — — — — —_
ID — — — — — = — —
IE | + | +++| + | ++ | + | +++ | HD |
IF el ot s =i -+ Hasle o i) 3 ey
16 | — | 4+t | o+ | | | | R
LJ 5 A 5= Skt e W ey ) s e
IL |+ | +++ | 4+ || o+ | | R |
IR | + + o I e B e I O B
11vE e = — e et e FER o
12 | 4+ | At |+ ||+ | | |

Zusammenfassung der Versuchsergebnisse:

1. Die Morelli-Reaktion gibt bei Beobachtung der Oxalsidurepapier-

streifen im durchfallenden Licht und Gegeniiberstellung einer nega-
tiven Kontrolle beziiglich Raschheit des Indolnachweises annihernd
gleich gute Resultate wie die Probe nach Baudisch.

2. Sie hat bei Verwendung von 1Y% igem Bylapeptonwasser und einer

Bebriitungszeit von 13 Stunden bei 4 Colistimmen mit der Baudisch-
Reaktion iibereinstimmende Ergebnisse geliefert, wobei der Ausfall
der Reaktion jeden Zweifel ausschloss;

3. Von den Indolbildnern unter diesen 4 Stimmen konnte der eine
. nach Morelli aber schon nach 5 Stunden, ein anderer nach 6, der

dritte nach 9 Stunden als solcher erkannt werden.

4. Die Morelli-Reaktion hat bei einer Bebriitungszeit von 17 Stunden

bei im iibrigen gleichen Versuchsbedingungen 12 Colistimme in mit
der Baudisch-Probe {iibereinstimmender und eindeutiger Weise als
Indol- resp. Nichtindolbildner charakterisiert.

Es blieb nun noch das Verhalten der Morelli- Reaktion nachzupriifen
bei Verwendung eines mit solchen Substanzen versetzten Peptonwassers, die
als Verunreinigungen in dieser Kulturfliissigkeit vorkommen, und welche
die Indolbildung oder den Indolnachweis in den Kulturen mehr oder weniger
storen konnen. So hat schon Bleisch auf den schidigenden Einfluss eines
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Tabelle 8.
Nach Reaktion IA 1B 1E IC
« J| Morelli. = e T T
{8ince \| Baudisch i o i s
wf| Morelli . = =t g IoE
2 Stunden \| Baudiseh = = Eos -5
f|| Morelli . . — = = %
3 Stunden l Baudisch . -F) = =+ ik
| Morelli : . — . o =
4 Stunden \| Baudisch . 5 = T W
(I Morelli . —7? s (+) ==
5 Stunden \| Baudisch ik =) i et i 5
| Morelli . (+) = 2 g
6 Stunden \|l Baudisch stk Al ) i e 1 2=
f| Morelli . (+) £ + =
7 Stunden \| Baudisch S =) e o =
f| Morelli . + g Sl S
8 Stunden | Byudisch 4+ | ) |+t =
f|  Morelli . o (+) s i
9 Stunden \| Baudisch = e + e e =
' f| Morelli . =+ (i) SR w
10 Stunden ) pyugisoh nebE
Morelli . + ) Sh(e=) £
e { Bandisch R R e
Fals Morelli . s EG o B Gy el e
13 Stunden { Baudisch ek B Sicas T
Morelli . S i =) =
L e { Baudisch b L =
Morelli . {F) T 4= o
15 Stunden { Baudisch e et T e
f| Morelli . +(+) =5 ) Sri
16 Stunden 1 Baudisch s i e e i =
| Morelli . ) 3 SR T
17 Stunden \l Baudisch bt shifsils SiE 3=
; J| Morelli . ) + B o ) =
18 Stunden \| Baudisch el Hockolse ohi fotat &
= Morelli . TR i ) g
20 Stunden || ot et el bl el
i |
; Morelli . () T | o) =
5 otunden { Baudisch . s e SR L v 8 vy
* Peptonwasser siimtlicher Kulturen klar.
#k Peptonwasser bei I A schwach, bei IB, I E und I C sechr schwach getriibt.
Zeichenerkldrung fir die Tabellen 8 und 9 :
Morelli : — = weiss; (+) = Rosaschimmer; -} = schwach rosa; -(-}) = rosa.
Daudisch: — = ohne Verfirbung; (+) = Rosaschimmer; -+ = blassrosa; -} = hellkirschrot

oder granatrot; -4 = Kkirschrot.



zu hohen Gehaltes an Nitraten und Nitriten aufmerksam gemacht. Selter,
Gorini, de Graafl tanden, dass bei Anwesenheit von 0,2 resp. 0,5 oder 1Y,
Traubenzucker Indolbildung nicht mehr statthatte. Auch Zipfel stellte fest,
dass bei Colikulturen in 3% igem Peptonwasser mit Zusatz von 0,5, 1 und
1,59 Traubenzucker die Nitrit- und die Aldehydreaktion negativ ausfiel,
wihrend sich andererseits die Nitroprussidnatriumreaktion schwach positiv
erwies und das Oxalséiurepapier nach Verlauf von 48 Stunden schwach rosa
verfirbt war. Benutzte dieser Autor aber statt der Pepton- eine Tryptophan-
nihrlosung, so konnte er beim obigen Traubenzuckergehalt keine merkliche
Abschwichung der Reaktionen beobachten. In neuester Zeit haben Herzfeld
und Klinger an Hand einer fiir den quantitativen Nachweis von Tryptophan
und Indol ausgearbeiteten kolorimetrischen Methode, bei der als Reagens
der p-Dimethylaminobenzaldehyd in Verwendung kommt, den Nachweis er-
bracht, dass die Indolbildung durch Bact. coli in einer Peptonsalzlosung bei
einem Gehalt der letzteren von 0,5°% einer beliebigen Zuckerart bei 28stiin- -
diger Bebriitung vollstindig ausbleibt, wihrend in einer Tryptophansalzlosung
(die ausser dem im Tryptophan vorhandenen keinen Stickstoff enthielt) mit
0,59 Traubenzucker bei 18stiindiger Bebriitung eine weitgehende Hemmung
der Indolbildung festzustellen war, wogegen bei einem gleichen Gehalt an
Milchzucker die Indolbildung ungestirt von statten ging. -~ Morelli macht
in bezug auf sein Verfahren die Angabe, « dass verschiedene Mikroorganismen
(z. B. Vibrio Metschnikoff') Indol aus der Milch bilden konnen, einem Nihr-
boden, bei dem durch andere Methoden der Nachweis nicht moglich ist».
Ebenso gelang es ihm, «die Indolreaktion auch bei traubenzuckerhaltigen
Substraten hervorzurufen, d. h. bei solchen, wo iiberhaupt eine Indolbildung
fir gar nicht mioglich gehalten wurde». Als Vorbedingung fiir das «recht
deutliche» Zustandekommen der Reaktion unter solchen Verhiltnissen be-
trachtet er aber doch auch die vorhergehende Zerstorung des Traubenzuckers
durch den Mikroorganismus.

Uns kam es lediglich darauf an, zu eruieren, ob sich diese verunrei-
nigenden Substanzen gegeniiber den verschiedenen Methoden des Indolnach-
weises in gleich starker Weise storend geltend machen und bei welchem
Gehalte des 19,igen Peptonwassersubstrates an ihnen der Nachweis giinzlich
missgliickt. Die folgenden Tabellen 10 und 11 geben dariiber Auskunft.

6. Yersuch.
Al_s Kultursubstrat verwendeten wir:

Kaugdagty o= o b st e e T e 00000
Repitat Byt ot S0l e bRt e W 12,0
Seoehgalz ot s s 0 AR S R 0,0
LR o e R L A s R S S 0,2

zu je 9 em® in Reagensrohrchen abgefiillt. Simtliche Komponenten der
Kulturfliissigkeit hatten sich als nitrat- und nitritfrei erwiesen. Das Pepton
enthielt keinen Traubenzucker.



Tabelle 10. Nach 1 Tag.

Nitrat Nitrit Dextrose Ohne Zusatz
Reaktion e e e e ; : : i
0,0001 % | 0,001% | 0,01% | 0,1% [10,0001% | 0,001% | 0,01% | 0,1% | 0,1% | 0,2% | 05% | 1,0% | geimpft i steril
Morelli. . . . e o e B e Ol e S I S B e e o B S S ) = o = )
Salkowski . . . = g e o sl 5% i A e — = () = S et =
Bhrlich®- ... | ek oy o A5 it 3 i B 2= S = Tt =
Baudisch . . . + i e e sl i < o B it I s i ) (i = = o e =
Nach 2 Tagen.
Nitrat Nitrit Dextrose \[ Ohne Zusatz
Reaktion e Y S A T —
0,0001 % | 0,001% | 0,01% | 0,1% |0,0001% | 0,001% | 0,01% | 0,0% | 0,1% | 02% | 0,5% | 1,00 geimpft | steril
Morelli. . . . | 44 | +4+ | +4+ | ++ | ++ | ++ | ++ | F+ | +BD| + | = | = | ++
Salkowski. . . sl g i 3t o 5 o = T B i o = i e ) e s et
Ebrlich. . . . i, ) g el e S R e =} = —
Baudisch . . . | +4++ | +++ | +++ | A+ | 4+ | || | i = o = i

* Die Ausfithrung dieser Reaktion in den beiden letzten Versuchen wurde uns durch die entgegenkommende Ueberlassung des Dimethylamidobenzaldehyds
durch die Gescllschaft fiir chemische Industrie in Basel ermioglicht, wofiir wir dieser Firma an dieser Stelle unseren Dank abstatten.

L8



Tabelle 10 (Fortsetzung).

Nach 5 Tagen.

Nitrat Nitrit Dextrose Ohne Zusatz
Reaktion :
0,0001 % | 0,001% | 0,01% | 0,1% [[0,0001% | 0,001% | 0,00% | 0,1% | 0,1% | 0,2% | 05% | 1,0% | geimpft | steril
Morelli . ()| F ) O ) R P DR D — | = )
Salkowski . it o a 4y 5y -} G deE e =+ S S = e :
Ehrlich . bt | || [ | = | = = ] -
Baudisch . 4 |+ |t | | ) | ) | ; o
' v \
Nach 10 Tagen.
\ Nitrat Nitrit Dextrose Ohne Zusatz
Reaktion | Rger ==
0,0001 % | 0,001% | 0,01% | 0,1% [0,0001% | 0,001% | 0,01% | 0,0% | 0,2% | 0,2% | 05% | 1,0% | geimptt| steril
Morelli . e s i e e B S B i W o e W e 7 = e - e B s o e e 1 oy =% <Fl;
Salkowski . et Tt I i = o e Fhn g g5 et s T ST
Ehrlich . 5 el g e 1 o e s A o M e =i o e i e g e . i et =
Baudisch . T e o e SR G ol e o o o o o i o e M o i ) — o s
i
Zeichenerklirung fir Tabellen 10 wund 11: Morellt: -+ = schwach rosa Salkowski: -+ = rosa - Ehrlich und Baudisch : -+ = rosa
+4 = rosa +- = granatrot

-t =

ziegelrot

+-+ = rot

-+ = kirschrot
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Tabelle 11. Nach 1 Tag.
Lactose Ohne Zusatz
Reaktion e T e | —
0,19 0,2% [ 05% | 1% | 2% | 5% | 109 | geimpft | steril
Morelli (-+) — — — — = o et
Salkowski (+)? — — — — o — I
Ehrlich + (+) — — == = 2 S e
Baudisch . — = — — = = — | A (F)
Nach 2 Tagen.
Lactose Ohne Zusatz
Realktion i
0,1 % 0,2% [0,5% | 1% | 29 | 5% | 100 | geimpft | steril
Morelli (-+) — L = - i e Ly
Salkowski (+) ~ — s = iy = A
Ehrlich .+ (+) — = £ = Sy Loal S
Baudisch . — — — - = s RS e
Nach 5 Tagen.
Lactose Ohne Zusatz
Reaktion —
0,1% | 0,2% |05% | 1% | 2% | 5% | 109 | geimpft | steril
Morelli : e v = (+) o = T e e =
Salkowski +-+ — — = = i o JSule ot
Ehrlich e = I G T e e R A R R
Baudisch . —e e - — e S G e SRR
Nach 13 Tagen.
Lactose Ohne Zusatz
Reaktion I
0,1% | 0,2% |05% | 1°% | 2% | 590 | 109 | geimpft | steril
Morelli . i i 5 U o s il s 8 S S oo L e e B
Salkowski + J4 ()P =~ e - s i N
Ehrlich FHEB | | | B = | = | = D —
Baudisch . + 4+ () [+ () — 2 = e = AL at
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Dazu wurde je 1 em?® wisseriger Dextrose-, Nitrit- oder Nitratlosung
(resp. destillierten Wassers fiir die Kontrolle) gefiigt, so dass sich der in
der Tabelle wiedergegebene verschiedene Gehalt an diesen Substanzen ergab.
Hierauf wurden die Rohrchen fraktioniert sterilisiert und mit je 3 mittleren
Oesen einer 24stiindigen Peptonwasserkultur von Stamm «I A» (Buact. coli)
geimpft. Wihrend der Versuchsdauer standen sie hei 37° C.

Die Reaktion nach Salkowski- Kitasato wurde wie folgt ausgefiihrt:
10 em? Kultur + 0,5 em?® Natriumnitritlosung (0,029 ig) + 1,5 cm?® Schwefel-
sidure (10%1ig). Nach eingetretener Reaktion Zusatz von 1 em?® Amylalkohol.

Bei der Buaudisch-Reaktion verwendeten wir 1 em?® Kulturfliissigkeit
und 0,5 em® Kalilauge-Nitromethangemisch.

7. Versuch.

Hier handelte es sich darum, den Einfluss verschiedener Zusiitze von
Milchzucker zum Peptonwasser beziiglich der Indolreaktionen festzustellen.
Es wurde folgendes Peptonwasser benutzt:

Brogienwaster - A e s s e e D000
Beptor-eBempar = her Sty Sib ol e Bl 10,0
ST CT e S S IR R S et 5,0
RKealtnubrats e, e S i e 0,1
SYUTRC IS0 g | P A s A e SEA S S L R 0,2

Bei den 0,1—19, Milchzucker enthaltenden Rohrchen fiigten wir zu je
9 em?® Peptonwasser 1 em® entsprechender Zuckerlosung, bei den 2—109,-
igen setzten wir den Zucker in Substanz zu und ergiinzten je mit destil-
liertem Wasser auf 10 em?® Abgesehen vom zugefiigten Nitrat war in dem
Peptonwasser kein solches vorhanden, siimtliche dazu verwendeten Substanzen
waren auch nitritfrei; das Pepton enthielt keinen Trauben- oder Milch-
zucker. Dieses Peptonpriparat hatte sich in einem Kulturversuch (19;) mit
den im 2. Versuch verwendeten Colistimmen fiir den Indolnachweis als
brauchbar erwiesen, indem Morelli und FEhrlich-Bihme in entsprechender
Weise positiv oder negativ ausfielen; die indolbildenden Stimme zeigten
schon nach 24 Stunden deutlich positiven Ausfall bei beiden Reaktionen.

Bei der Probe nach Ehrlich-Bihme verwendeten wir als Extraktions-
fliissigkeit je 2 e¢m? Chloroform; die Baudisch-Reaktion wurde mit 2 cm?
Kulturflissigkeit, 1 ecm?® Kalilauge-Nitromethangemisch und 'z ¢cm?® Amyl-
alkohol, diejenige nach Salkowski-Kitasato wie im vorigen Versuche aus-
gefiihrt.

Zusammenfassung der Ergebnisse von Versuch 6 und 7.

1. Ein Zusatz von 0,0001 bis 0,19 Nitrat oder Nitrit zu 1%igem
Bylapeptonwasser konnte das Zustandekommen einer Indolbildung
schon nach 24-stiindigem Aufenthalt der Kulturen bei 37° C. nicht
verhindern. Der Nachweis desselben gelang nach Morelli, Baudisch,
Salkowski-K. und Ehrlich-B., doch versagten letztere beiden Reak-
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tionen bei einem Gehalt von 0,19,. Kine wesentliche Verdnderung
dieses KErgebnisses trat im Verlauf der weiteren Bebriitung wéhrend
10 Tagen abgesehen von einer Intensitdtszunahme der Reaktionen
nicht ein, d. h. die beiden Versager der Salkowski-Kitasato- und
Ehrlich-Bilue-Probe blieben wihrend dieser Zeit bestehen.

Die Gegenwart von 0,5% Dextrose hatte bei diesem Néhrmedium

einen negativen Ausfall simtlicher Reaktionen zur Folge. Bei 0,1%,

konnte Indol schon nach 24-stiindigem Aufenthalt der Kulturen bei

37° mit allen 4 Proben festgestellt werden, bei 0,2% versagte
einzig die Baudisch-Reaktion nach dieser Zeit génzlich, die jedoch

nach 48 Stunden dann auch positiv wurde. Auch hier erfolgte im

Verlauf von 10 Tagen eine Zunahme im Intensititsgrade der vier

Reaktionen.

3. Die Anwesenheit von Lactose hat sich anfiinglich auffallenderweise
noch stirker storend bemerkbar gemacht als diejenige des Trauben-
zuckers, indem nach 1 und 2 Tagen einzig die Lhrlich- Bihmne-Reaktion
bei 0,1% Zuckergehalt ein deutlich positives Resultat zeitigte. Diese
Differenz ist vielleicht durch den Umstand zu erklidren, dass hier
(aus #usseren Griinden) ein anderes Pepton (Pepton « Bern») zur
Verwendung gekommen ist. Im Verlaufe von 5 Tagen hatte dann
bei diesem Lactosegehalt, wie der Ausfall aller 4 Reaktionen ergab,
eine kriiftige Indolbildung eingesetzt und nach 13 Tagen lieferte
die Ehrlich-Bihme-Probe auch bei 0,59, die Morelli-Probe sogar
bei 2% Lactosegehalt ein deutlich- positives Ergebnis.

4. Aus dem negativen Ausfall einer einzigen Probe bei Gegenwart
von Nitraten, Nitriten, Trauben- und Milchzucker darf also nicht
ohne weiteres der Schluss auf das Fehlen von Indol gezogen wer-
den. Bemerkenswert ist besonders das Versagen der als am zu-
verlissigsten geltenden FEhrlich-Bihme- Reaktion bei 0,1 % Nitrat
oder Nitrit.

Die Morelli-Probe lieferte bei den Nitrat-, Nitrit- und Dextrose-

zusitzen ebenso brauchbare Resultate wie die iibrigen; bei Gegenwart

von Lactose erwies sich ihr die Khrlich-Bihme-Methode anfinglich
ein wenig iiberlegen, nach 5 Tagen erzielten die beiden Methoden
gleich gute Ergebnisse und nach 13 Tagen zeigte sich die Morelli’sche

Reaktion am empfindlichsten, Eine wesentliche Ueberlegenheit dieser

Probe gegeniiber den anderen konnte also andererseits auch nicht

festgestellt werden.

Lo

(o1

Wir gelangen also in bezug auf die Beurteilung der Brauchbarkeit des
Verfahrens nach Morelli auf Grund der mitgeteilten Versuchsergebnisse zu
folgenden Schlusssétzen :

1. Fiir die Beobachtung der Morelli-Reaktion empfiehlt es sich, die ins
Kulturrshrehen eingehiingten Oxalsiurepapierstreifen im durchfallenden Licht
zu betrachten und dabei mit einem die Reaktion nicht aufweisenden Kon-
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trollstreifen zu vergleichen. Der Beginn ihres positiven Ausfalles dokumen-
tiert sich dann in einer schmutzigen Verfiirbung des Papierstreifens, die
bald in ein deutliches Rosarot iibergeht.

2. Was ihre Empfindlichkeit gegeniiber Indol, wenn es in Peptonwasser
gelost ist, anbetrifft, so nimmt sie nach 24-stiindiger Einwirkung dieses
Korpers unter den 4 verglichenen Methoden — es kamen noch diejenigen
von Salkowski-Kitasato, Ehrlich-Bihme und Baudisch zur Ausfiihrung — eine
Mittelstellung ein, iibertrifft diese aber bei einer erst nach einigen Tagen
stattfindenden Beobachtung.

3. Um dieses Verfahren auch beziiglich der Raschheit des Indolnach-
weises in fliissigen Kulturen zu einem mit den Vergleichsreaktionen in
gleiche Linie zu stellenden zu gestalten, hat sich eine Peptonkonzentration
von 1% nicht immer als geniigend erwiesen, indem sich die Indolbildung
mit Wittepepton unter diesen Umstéinden mittelst der Methode von Sul-
kowski-Kitasato einen Tag frither feststellen liess. Andererseits zeigte sich
diese Konzentration bei Verwendung von Bylapepton als vollstindig zweck-
entsprechend. Wurde das Wittepepton jedoch in 59 iger Konzentration ver-
wendet, so liess sich die Indolbildung auch beim Verfahren nach Morelli
bereits nach 24 Stunden in einwandfreier Weise feststellen.

4. Eine Anzahl von dieser Methode eigentiimlichen Eigenschaften cha-
rakterisieren dieselbe als ein besonders empfehlenswertes Indolnachweis-
verfahren, nimlich:

a) Thre dusserst einfache Technik.

b) Die Moglichkeit der Verwendung hei fliissigen und festen Nihr-
medien ohne Zerstérung der Kultur, womit auch eventuelle, bei
Anstellung der anderen Reaktionen vorhandene Infektionsmiglich-
keiten ausgeschlossen sind.

¢) Der Umstand, dass das Reagens der Einwirkung der Kultur von
Anfang an ausgesetzt werden kann, so dass infolge der Bestindig-
keit der einmal eingetretenen und immer intensiver werdenden Rot-
fiirbung ein Versagen des Indolnachweises wegen bereits eingetretener
Verdampfung dieses Korpers bei alten Kulturen vermieden wird.

5. In den Peptonlésungen eventuell vorkommende verunreinigende Sub-
stanzen wie Nitrate, Nitrite und Traubenzucker iitben einen die Indolbildung
oder den Indolnachweis stérenden Einfluss aus. Ein Gehalt von 0,19, der
genannten Salze beeintriichtigte die Morelli-Reaktion in keiner Weise, hin-
gegen war das beim Traubenzucker (bei einer 2tigigen Kultur) der Fall,
der in 0,59%iger Konzentration ein vollstéindig negatives Resultat bedingte.
Eine dhnliche Wirkung war beim Milchzucker zu beobachten.

Fiir den einwandfreien Nachweis des Indolbildungsvermdgens eines
Mikroorganismus ist es daher bei dem Verfahren nach Morelli wie bei den
anderen Indolreaktionen notwendig, mit vollig zuckerfreien Nihrmedien zu
arbeiten. Dies wird erreicht entweder durch Verwendung einer Tryptophan-
nihrlosung an Stelle des Peptonwassers oder — in Anbetracht der schwie-
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ricen Beschaftbarkeit dieses Korpers — durch die Priifung des zu verwen-
denden Peptonwassers auf Zuckerabwesenheit. Es kann dies in einfacher
Weise geschehen mittelst Impfung des in einem Smith’schen Gérkélbchen
befindlichen Peptonwassers mit Bact. coli.
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