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Newe bakteriologische Nihrsubstrate.

Von Dr. 0. ACKLIN und Dr.R. 6. VUILLEMIN.
(Aus dem Hygiene-Institut der Eidg. Techn. Hochschule Ziirich.)

Die Vorginge, die sich in einem beimpften Nihrsubstrat abspielen,
sind von den direkt assimilierbar zur Verfiigung stehenden Substratbestand-
teilen abhingig. Die Voraussetzung dafiir, dass ein Substrat einer Bakterien-
art als Nahrstoffquelle dienen kann, liegt also darin, dass das betreffende
Bakterium dieses Substrat in assimilierbare Form {iiberfilhren kann. Dies
geschieht im Prinzip durch die von diesen Bakterien abgesonderten Fer-
menten und die dabei sich abspielenden Vorgiinge sind hauptsichlich Hydro-
lysen. Die hydrolytischen Vorginge, welche zwecks Nutzbarmachung eines
Nihrsubstrates durch die Bakterien stattfinden miissen, liefern somit ent-
sprechende Hydrolysate, welche direkt oder nach weiterer Aufspaltung die
unmittelbar assimilationsfihigen und lebenswichtigen Bestandteile des Néhr-
substrates darstellen. Es lag daher aus verschiedenen Griinden nahe, die
gebrauchlichsten bakteriologischen Nahrsubstrate vergleichsweise mit Néhr-
substraten zu priifen, welche Zusitze in Form charakteristischer Hydro-
lysate erhalten haben.

Im weitern wurde versucht, diese Hydrolysate durch Kohlehydrate wie
Glukose und Stirke zu ersetzen bzw. in ihrer Wirkung zu steigern.

Die Herstellung der Nahrsubstrate.

Bei den ausgefiihrten Versuchen wurden fliissige und feste Nahrsubstrate verwendet,
wobei sich letztere meist nur durch den Agar-Gehalt von den fliissigen unterschieden. Als
Grundtypus, dem die betreffenden Zusiitze gemacht wurden, dienten folgende N#hrsubstrate:

Fliissige Niahrlosung: Liebigs Fleischextrakt . . . 10
(= Bouillon)™™ - Pagtons . A
Kochsalz . . . . . . . . 120

Festes Nihrsubstrat: *) Agar-Agar . . . . . . 1120
(= Agar Liebigs Fleischextrakt . . . 109
Pepton . . . . . . . . . 1%

Kochsalz . . . . . . . . 120

Diese Ingredienzien wurden mit der entsprechenden Menge frischen, destillierfen Was-
sers in einen Kolben gebracht, mit Natronlauge leicht alkalisiert und wihrend 15 Minuten
bei 104°¢ in den Autoklav gestellt. Dann wurde im Hellige-Apparat der pH-Wert 7,2—7,3
eingestelli (2n-HCl); ein Puffergemisch-Zusatz von Na,HPO,/KH,PO, (pH=7,2) zugegeben
und schliesslich das Ganze nochmals wihrend 20 Minuten im Autoklav bei 106°© aufge-
kocht. Hierauf wurde das fertige Nihrsubstrat vorerst durch Watte, dann durch Spezial-
Papierfilter filtriert. — Dort wo es auf dusserste Klarheit des Nahrsubstrates ankam, wurde
am Schluss der Herstellung durch das Seitzfilter (Klarschicht) filtriert. Man erhielt da-
durch &dusserst klare und noch bedeutend hellere Néhrsubstrate.

Die Hydrolysatzusidtze erfolgten vor dem Einstellen des pH-Wertes und der letzten
Gesamt-Sterilisation ; die flissigen Bestandteile werden direkt zugesetzt, die festen in wissri-

*) Fiir einige Versuche wurde an Stelle von Agar auch Gelatine verwendet.
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ger Losung. Bei Verwendung von stirkehaltigen Agar-Nihrsubstraten wurde die Stirke von
Anfang an gleichzeitiz mit der Natronlauge zugegeben und gedimpft. Dann erfolgten die wei-
tern Zusdtze, Filtration und endgiiltize Einstellunz der Reaktion mit Salz- oder Milchsiure.

Bei allen Versuchen wurden die reinen Handelsprodukte verwendet (Pepton = Peptonum
siccum sine sale ,,Siegfried”; Stirke = Stirke wasserloslich n. Zulkowsky (Merck pro anal.).

Die zugesetzten Hydrolysate.

Was die verwendeten Hydrolysate anbetrifft, so ist in erster Linie
das Hatan, das im Handel erhiltliche didtetisch-pharmazeutische Préparat,
zu nennen. Es war Hr. Dr. E. Huggenberg, prakt. Arzt, der uns auf das
Eatan aufmerksam gemacht hat; wir sind ihm hiertiir zu grossem Dank ver-
pflichtet. Die Analyse des Hatans, die uns von der Eatinon-Gesellschatt,
Miinchen, bzw. deren Generalvertretung in der Schweiz, Mathys & Schaalff,
Ziirich, zur Verfiigung gestellt wurde, lautet:

dpezitisches Gewieht = . o« % 4 0 v v ¢ st s o« ot e LEE%5
WHHREE = oV 6 0 0 5 o e e e e st e b e e w . DBEE O
Trockensmbstanz, &« v @ 4 v w5 ow oatw cwc s o e w46y 0
Mineralstoffe (Asche) . . . . . . . . . . . . . . . 1945 0
darin Chler (tifrimetrisch) . : . . .. o & . « o & 1Lia %
berechnet als Kochsalz . . . . “fw v T o cnt o< 806 Vo
Chlor in der Ursubstanz (tltnmetusch) A e 12,1 Y
Differenz der beiden Chlorwerte, berechn. als Ammonchloud 1,45 %
ehlordiidrd-Jdele - vis, & mon il L Th T st Lig O
Gesamtstickstoff . . . . e T, T R ey Rae e SR G
davon als Ammoscuuestlckstoff ek shetta e 0T o0 oV e Wy
davon als Ammoniakstickstoff . . . . . . . . . . . 0,325%
RreaininSeREt0EE o 00v o7 o ie 1 i s e b A T e o g Gl
Xapthingtickstoff . . . .. o 4 e o b LS 0w
Stickstoff unbekannter Bindung . . . . . . . < . . 0,7561%
Stickstoffsubstanz, berechnet . . . . . . . . . . . 2319 %
Tobal Kreabinin- - foiel o semrany & 5 w s = & s = 3 4019
Priiformiertes Kreatinin . . . ; . 0,337%
Gesamtsiiure in ¢cm3 J-Lisung (cretren Phenolphtalem tltuert) 21,25
dieselbe berechnet als Milchsdure . . . 1,91 %
Fliichtige Sdure in ¢m3 ——-Losuno (gegen Phenolphtalem tltr]ﬁlt) 2,16
Priifung auf Hefebestandteﬂe T R D T R |
Reduzierende Substanzen . . . . . . . .« « « . . keine

Von schédlichen oder drastisch wirkenden Stoffen irgend welcher Art wurde das
Eatan frei befunden.

Fatan 111 ist eingedicktes Eatan, das aus 400 cm?® Eatan (Original)
bei einem Kochsalzgehalt von 2206 unter 45°¢ im Vakuum auf 120 cm?
eingeengt wurde, wobei sich Kochsalz ausschied, sodass Katan III nur noch
einen Kochsalzgehalt von 14,600 aufweist.

Weiterhin wurden im Hygiene-Institut Hydrolysate von gereinigtem
Casein (Hammarsten), Gelatine (Marke Silberdruck) und gewaschenen Men-
schenhaaren mittels Salzsiure hergestellt*).

*) Wir verdanken die Produkte und deren Stickstoffgehaltbestimmung Herrn /. F. Kuisel
am Hygiene-Institut.
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Endlich verwenden wir ein Hydrolysat des Ziirichseeplanktons. Die
Hydrolyse des Planktons und die Zubereitung der daraus hergestellten
Nahrsubstrate gestaltete sich nach Vorschrift von Acklin folgendermassen:

Ausgegangen wurde von einem Material, das jeweils von der Wasserversorgung der
Stadt Ziirich (Herr Assistent Schaltegger) zur Verfiigung gestellt wurde in 4 Flaschen 2
2 Liter. Aussehen: triib, rotlichbragn, in frischem Zustand leicht aromatisch, meist 1/, da-
von abgesetzt, die {iberstehende Fliissigkeit rétlichbraun. — Das Ganze wurde durch ge-
wohnliche sterile Gaze abfiltriert und schliesslich ausgepresst. Der Riickstand wog 656,0 g
und war noch breiig, der Trockenriickstand wurde durch Trocknen von zwei Proben auf der
Uhrschale an der Luft zu 17,406 bestimmt; daraus berechnet sich eine Gesamtmenge an
luftgetrocknetem Riickstand von 114 g.

Der ganze Riickstand von ca. 600 c¢m? (= 114 g lufttrocken) wurde in eine Koch-
flasche gebracht, mit 8 cm? 250piger HCl versetzt und im Autoklav bei ca. 1020 wihrend
12 Minuten der sauren Hydrolyse unterworfen. Nachher wurde durch Gaze abfiltriert: das
rotlichorange, helle Filtrat hatten einen pH von 58 wund betrug 370 cm?3. Der Riickstand
wurde mit 5 g NaHCO; und 500 cm? Wasser versetzt und im kochenden Wasserbad am
Riickflusskiihler wahrend 6—7 Stunden hydrolysiert. (Die 5 g NaHCO, berechneten sich als
dquivalente Menge zu den 8 c¢cm® HCl 250piger der sauren Hydrolvse) Nach dieser alkali-
schen Hydrolyse wurde schliesslich ein dunkelbraunes, wenig durchsichtiges Filtrat von
410 cm?, pH=8,2 gewonnen.

Beide Filtrate wurden nach den Hydrolysen vereinigt (=780 cm?3), mit Wasser zu
1000 cm? erginzt, pH="T,2 eingestellt (Zugabe von 0,3 c¢cm? HCl 250big) und im Seitz-
filter geklirt.

Durch Zugabe von 20 g Agar wurde ein Nihrsubstrat analog den bereits beschriebe-
nen gewonnen.

Die gemachten Angaben stellten Mittelwerte aus drei verschiedenen Planktonfassungen
dar (Marz 1932, Juni 1932, Februar 1933). Es ist zu beachten, dass das Material weit-
gehend durch die Vegetation der betreffenden Jahreszeit bestimmt wird.

Fiir die Stickstoffgehalte und spezifischen Gewichte der verwendeten

Hydrolysate wurden folgende Zahlen erhalten:
Stickstoffgehalt

bezogen auf Volumen Spez. Gewicht
. Eatan (Original) . . . . . . 3,789, 1,262
Eatan IIT . . . . . 8,02 Y, 1,338
L. (aus Casein Hmnmarsten) ke 5,46 % 1,251
(. (aus Gelatine «Silberdruck» . 11,829, 1,388
C. (aus Menschenhaaren) . . . 9,52 9, 1,202
See-Plankton- Hydrolysat ST 0,0875 7, 1,143
Agar-Agar . . . i Sy D72 % —

Die Beimpfung der Nahrsubstrate.

Zur Beimpfung der Nihrsubstrate wurden als Vertreter der aeroben,
fakultativ anaeroben und streng anaeroben Bakterien folgende drei Stimme
gewidhlt: Bact. Coli, Bact. fluorescens, Bact. putrificus.

Diese drei Keime ziichteten wir als Reinkulturen in gewdhnlicher Bouillon, Bact. putri-
ficus in 299 Eatan-Leber-Bouillon; nach 24-stiindiger Bebriitung dieser Kulturen wurde die
Bakterienmasse durch Zentrifugieren abgesetzt und in 8 c¢m? physiologischer Kochsalzlosung
aufgeschwemmt, nachdem sie damit noch . einige Male ausgewaschen worden war. Aus die-
ser Originalaufschwemmung legten wir durch jeweiliges Ueberimpfen von 1 em? in 9 cm?3
sterile physiologische Kochsalzlosung eine dezimale Verdinnungsreihe an, die dann zur
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Beimpfung der zu priifenden Néhrsubstrate verwendet wurde. Aus drei bis vier aufeinander-
folgenden Verdiinnungen, die nach einiger Praxis meist zwischen der 3. und 6., bei Bact.
putrificus zwischen der 2. und 5. Verdiinnung gewihlt werden konnte, verimpften wir jeweils
0,5 em? in das eben frisch verfliissigte Nihrsubstrat.

Die Bebriitung der wverschiedenen Kulluren erfolgte fiir Coli bei 370, fiir Fluoreszenz
bei 220; Putrificus wurde in dem Awnaerobenapparat nach Boez bei 37 © gezlichtet.

Die  Auszihlung der bebriiteten Gussplatien erfolgte zum Teil mit der Zidhlfolie nach
Gutfeld; kleinere Kolonienzahlen wurden direké, reichlichere mit der Lupe ausgezihlt.

Um fiir alle Versuche eine entsprechende Vergleichsméglichkeit zu haben, wurde aus-
gehend von der Originalaufschwemmung der Bakterien in physiologischer Kochsalzlésung
parallel eine dezimale Verdiinnungsreihe in Bouillon mit 296 Eatan angelegt und das Wachs-
tum in diesen Rohrchen an der Triilbung konstatiert. Spiter verwendeten wir allerdings mei-

stens ein festes Vergleichsnihrsubstrat (Agar — 200 Eatan) und konnten dadurch die aus-
gezihlten Kolonienzahlen jeweils direkt in Beziehung zu einander bringen. — Auch hier wurde

die Bouillonverdiinnungsreihe mit Bact. putrificus unter gleichen anaeroben Bedingungen wie
oben ausgefiihrt.
Die Versuche und deren Ergebnisse.

In den folgenden Tabellen geben wir die Versuchsprotokolle wieder,
wie solche in der an der Hidgen. Techn. Hochschule 1933 eingereichten und
genehmigten Promotionsarbeit von R. G. Vuillemin: «Biochemische Studien
zur vergleichenden Bewertung von bakteriologischen Néhrsubstraten unter
besonderer Beriicksichtigung des Oxydations-Reduktions-Potentials», ent-
halten sind.

1. Agar (gew.)
Bouillonverdiinnungen (290 Eatan):
positiv gewachsen bis:
7. dez. Verd. (5X24 Std.) Coli

2. Agar — 0,500 Eatan
Bouillonverdiinnungen (290 Eatan):
positiv gewachsen bis:
7. dez. Verd. (524 Std.) Coli

T. » » (5X24 Std.) Fluoreszens 7. » » (5X24 Std.) Fluoreszens
6. » » (HX24 Std.) Putrificus (anaerob) 6. » »  (5X24 Std.) Putrificus (anaerob)
i : S . .
Ausgeziihlte Plattenkeimo: i Ausgezihlte Plattenkeime: SO S
2x24 |3 x24|5x20|8x2 2x24|3x24|5x24|8x2%
Coli: Coli: |
3. dez.Verd. . . | 50| 56| 56| 55 3. dez. Verd. 280 | 280 | 280 | 280
d.-»-  » Sl 6| Sl 4o i Lk 28| 29| 29| 30
5. » » B —_ = = — By » NS - 1 1 1
Fluoreszens: Fluoreszens: |
‘3. dez. Verd. . . [100[100| 90| 95 3. dez. Verd. 300 | 350 | 350 | 400
4.~y VR R - R G g 4. » » . . | 85| 42| 42| 40
by sy » Forte — - = — b, » » g 3| 3 4 4
Putrificus (anaerob): Putrificus (anaerob):
2. dez. Verd. . . | 25| 26| 26| 26 2. dez. Verd. . . [180190 (190|190
S Y 3] 8| 3| 38 3. » . .| 23| 24| 24| 24
4. » » B e I B 4:5% " - » B 2 s

3.*Agar — 0,370 Eatan III

4.*Agar — 0,310p L.-Hydrolysat

*) Dieses Zeichen hinter einer Versuchsnummer verweist beziiglich der Versuchsergeb-
nisse auf die entsprechende Nummer in der Promotionsarbeit Vuillemin. Aus Platzgriinden
musste hier auf die Verdffentlichung verzichtet werden.



3.¥Agar — 0,18% G.-Hydrolysat
7. Agar — 20 Eatan
Bouillonverdiinnungen (200 Eatan):
positiv gewachsen bis:
7. dez. Verd. (524 Std.) Coli
7. » »  (5X24 8Std.) Fluoreszens
6. » »  (5X24 Std.) Putrificus (anaerob)

6.*Agar — 0,2000 C.-Hydrolysat
8. Agar — 10 Stérke
Bouillonverdiinnungen (200 Eatan):
positiv gewachsen bis:
7. dez. Verd. (524 Std.) Coli
(524 Std.) Fluoreszens
(5><24 Std.) Putrificus (anaerob) -

I » »

6. » »

Stunden

Ausgezihlte Plattenkeime: .
2x20|3x2%)5x24 |8x24

Coli:

3. dez. Verd. . . | 500|600 600|600
4, » » A e 54| 55| b8| 58
5. » » = O 3 4 4 4
Fluoreszens:

3. dez, Verd. . . |650|670 660 | 660
4% » Sl i 701 70| 691. 69
Be o » » R 3 8 8 3

Putrificus (anaerob):

2. dez. Verd. . . [400/|400|410|410
3. » » .. 341 34| 34| 34
4. » » g - 2 2 2 2

9. Agar — 1% Glucose
Bouillonverdiinnungen (200 Katan):
positiv gewachsen bis:

7. dez. Verd. (5324 Std.) Coli
Tty » (524 Std.) Fluoreszens
6. » » (5X248Std.) Putrificus (anaerob)

Stunden

Ausgezihlte Plattenkeime:
5 te t 2x24|3x2|5x24|8x2

Coli:
3. dez. Verd. . . |280(280(290]290
4. » » 7 15 'IR 19] 19
B, » » . — 2 3 3
Fluoreszens:
3. dez. Verd. . . |300|330(300]|310
4. » » .. 19| 19| 21| 21
5. » » . - 3 3 4
Putrificus (anaerob):
2. dez. Verd. . . 40| 42| 44| 45
3. » » 6 7 7 7
4., » DL — | = —| —

12. Agar - 0,500 Eatan - 100 Stirke
Bouillonverdiinnungen (290 Eatan):
positiv gewachsen bis:

7. dez. Verd. (5)<24 Std.) Coli
s » (524 Std.) Fluoreszens
6. » » (5X248td.) Putrificus (anaerob)

Stunden

sgezithlte Plattenkeime: ‘
Ausg 2x24 |3x24 [5x24|8x2

Coli:

3. dez. Verd. . . |140|170 170|180
Zi P » e H 7 i i
B p » R [ (O g
Fluoreszens:

3. dez. Verd. . . [200]250 (250|250
4z % » a2 271 30| 30| 30
B, » » S 1 1 1 |
Putrificus (anaerob):

2i dez-Verd: <ot 80| 8| 85| 85
3. » » S5 1O 10k 10 - 10
4. » » A — =] =] —

10.*Agar — 0,800 C.-Hydrolysat

Stunden

/ i attenkeime: : ‘
s LR R e

Coli:
3. dez. Verd. . . | 550550550550
4. » » . .| 50| b2| Bl | 52
5. » Wl 7 ft 7 7

Fluoreszens:
3. dez. Verd. . . [600 600|620 | 620
4, » » e 0 65| 64| 64| 64
5 » » LN 3 b 5 5

Putrificus (anaerob):

2, dez. Verd. - . .+ | 280 (290|290 | 290
3 =% » T 40| 40| 40| 40
Az oy » A 4 4 4 4

11.¥Agar — 0,1% C.-Hydrolysat — 100 Stirke
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13. Agar — 0,500 Eatan
— 20)p Stirke

Bouillonverdiinnungen (290 Iatan):
positiv gewachsen bis:
7. dez. Verd. (524 Std.) Coli
7. »  » (5X24 Std.) Fluoreszens
6. » » (524 8td.) Putrificus (anaerob)

14. Agar — 0,50 Eatan

— 10 Glucose

Bouillonverdiinnungen (200 Eatan):
positiv gewachsen bis:

7. dez. Verd. (5>(24 Std.) Coli

7. » »
6 s » »

(5><(24 Std.) Fluoreszens
(5><24 Std.) Putrificus (anaerob)

Ausgezihite Plattenkeime: Bkl sn

2x24|3x24|5x24 |8x24

Coli:

3. dez. Verd. . . |650|700]| 700|750

4. » » oE 62| 66| 64| 65

5. » » s 5 4 6 6 6
Fluoreszens:

3. dez. Verd. . . [650| 750750750

& cm 2w .o .| T 7L 73] 78

51 » » 6 6 i
Putrificus (anaerob):

2. dez. Verd. . . |380 (390|390 | 390

D » el 30| 30| 30| 30

4. » » it 2 2 2 2

15. Agar — 20jp Eatan
— 10 Stirke

Bouillonverdiinnungen (206 Latan):
positiv gewachsen bis:
7. dez. Verd. (5)<24 Std.) Coli
T o »  (5X24 Std.) Fluoreszens
6. » »

(524 Std.) Putrificus (anaerob) -

Stunden

Ausgeziihlte Plattenkeime: i
2x24|3x24|5x24|8x2

Coli:
3. dez. Verd. . . [350]400|400 | 450
4, » » e 40| 45| 46| 49
5. » » .o 6 71 5] 6
Fluoreszens:
3. dez. Verd. . . | 300350350350
4. w » .. 20| 227 28 28
5. » » . 4 4 4 4
Putrificus (anaerob):
2. dez. Verd, . . [330]360|370 340
3. » » L 42| 45| 45| 44
4. » » .. 3 3 3 3

16. Agar — 200 Eatan
— 20/ Stirke

Bouillonverdiinnungen (296 Eatan):
positiv gewachsen bis:
7. dez. Verd. (5)<24 Std.) Coli
T. » » (524 Std.) Fluoreszens
6. » » (bX24Std.) Putrificus (anaerob)

Stunden

Ausgeziihlte Plattenkeime :
. Ax2h | 3x 2| 5x2 |8x2i

Coli:
3. dez. Verd. . . [600]600]|600]|600
4. » » 2T 55| 58| 58| 58
5. » % e 5 5 5 5
Fluoreszens:

3. dez. Verd. . . |680|680| 680680
4, » » R 52| B8 59| 59

5. » » o 6 7 T 7
Putrificus (anacrob):

2. dez. Verd. . . |340]|350|350 350

By » I 321 :82.1=-821." 82

AL » i i 2 3 3 3

Ausgeziihlto Plattenkeimo: ~Stunden
Ax24 | 3x24 5x2—’1l8x‘3’1
Coli: . ;
3. dez. Verd. 700 670 | 630 | 700
4. » » = 700 70| 69| 70

5. » » e 9 9 9 9

Fluoreszens: ,
3. dez. Verd. . . [700| 710|740 740

4. » » G 64| 64| 65| 65
5. » » e 5 5 53 5

Putrificus (anaerob):
2. dez. Verd. . . [450 450|450 (440

309 » T 47| 47| 47| 47
4, » » e 5 53 1% 5




17. Plankton-Hydrolysat 1 — Agar

Bouillonverdiinnungen (290 Eatan):
positiv gewachsen bis:
7. dez. Verd. (524 Std.) Coli
7. » » (524 Std.) Fluoreszens

30

18. Plankton-Hydrolysat I
(4fach eingedickt) — Agar
Bouillonverdiinnungen (296 Eatan):

positiv gewachsen bis:

7. dez. Verd. (5)24 Std.) Coli

7. » » (524 Std.) Fluoreszens
6. » »  (5X24 Std.) Putrificus (anaerob)

6. » » (5X24 Std.) Putrificus (anaerob)
. o Stunden
Ausgoziihlte Plattenkeime :
huigez) 3x28 | 3x20|5x 2| 8x2U
Coli:
3. dez. Verd. . . [330]360 360|360
4. » » S 80| 81| 31| 31
5. » » = 2 2 2 2
Fluoreszens:
3. dez. Verd. 380 | 380 | 360 | 360
4. » » .. 32| 83 33| 30
B, » » _ 3 4 4
Putrificus (anaerob):
2. dez. Verd. 160 | 160 | 160 | 190
3. » » .. 99 ‘99 2971 92
4, » » . . ]. 1 l 1

19.* Plankton-Hydrolysat Il — Agar

21. Plankton-Hydrolysat III
— 10 Stiirke — Agar
Bouillonverdiinnungen (290 Eatan):
positiv gewachsen bis :
7. dez. Verd. (5)X24 Std.) Coli

Stunden

Ausgeziihlte Plattenkeime: )
2x24 [3x28|5x24|8x2

Coli:
3. dez. Verd. 480 | 530 | 530 | 520
4. » » s 42| 43| 45| 45
5, » » e 1 4 4 4
Fluoreszens:
3. dez. Verd. 440 | 460 | 460 | 460
4, » - 46| 48| 48| 48
5. » » e 5 b 6 5
Putrificus (anaerob):
2 dez. Verd. 5. —| = —| —
3 » » AT S BT DS (AT
4, » » Al R |

20.* Plankton-Hydrolysat Ill — Agar

23. Plankton-Hydrolysat III
— 100 Glucose — Agar
Bouillonverdiinnungen (290 Eatan):
positiv gewachsen bis:
7. dez. Verd. (5)24 Std.) Coli
7. » » (5X24 Std.) Fluoreszens
6. » » (524 Std.) Putrificus (anaeroh)

T. » » (bX24 8td.) Fluoreszens
6. » » - (5X24Std.) Putrificus (anaerob)
Ausgorilite Phatteokeime: |, o e
Coli:
3. dez. Verd. 510 | 510 | 510|510
4. » _» . .| 40| 40| 40| 40
5, » » v 3 3 : 3
Fluoreszens:
3. dez. Verd. 460 | 460 | 480 | 470
RS 38| 38| 38| 36
b. » » il 3 3 3
Putrificus (anaerob):
2. dez. Verd. 280 | 290 | 290 | 290
3. » » B 20 2T 27 2T
4. » » o 2 3 3 3

22.* Plankton-Hydrolysat III
— 20)p Stiirke — Agar

Stunden

Ausgeziihlte Plattenkeime :
3x24 [ 3x2 |5x2|8x2

Coli:

3. dez. Verd. 400 [ 420 | 420 | 420

4, - » » o M 45| 45| 45| 45

B, . » » a 53 5) H 5
Fluoreszens:

3. dez. Verd. 380 | 430 | 440 | 440

4, » » G 32| 40| 41| 41

b, » » &g 3 4 6 6

Putrificus (anaerob):

2. dez. Verd. . . L) (PO S
3. » » i o e [

Aoy

24.* Plankton-Hydrolysat Iil
(4fach verdiinnt) — Agar

» o . | = =] =] =
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25.* Plankton-Hydrolysat Il (4fach verdiinnt) — 200 Stirke — Agar

26. Seewasser-Versuch
(heobachtet nach 4 X 24 Stunden 22° aerobe

weitere 1 X 24 » 36°  »
» 2 X 24 » 36° anaerobe Bebriitung)
1 Verd. = . 1 em? | unmittelbar vorher gewonnenes und verimpftes Seewasser.
2. » = 0,1 cm? | § :
Agar — 20p Eatan Agar — 20jp Eatan — 20 Stirke
Stunden Stunden
Ausgeziihlte Plattenkeime: | 4X24 5x24 Tx24 Ausgeziihite Plattenkeime: | 4X 24 5x24 Tx24
J
Grosse Kolonien: 1. Verd. 36 48 54 Girosse Kolonien: 1. Verd. 68 70 ’ 70
o S T % 5l 5 @
|
Kleine Kolonien: 1. Verd. | 170 | 200 | 240 Kleine Kolonien: 1. Verd. | 300 | 320 | 350
2. 16 20 24 2 » 20 22 29
Plankton II — Agar Plankton I — Agar — 20)p Stiirke
Stunden Stunden
Ausgezihite Plattenkeime: | 4% 24[5x24]7x24 Ausgeziiblte Plattenkeime: |4x 24 |5x24 | Tx24
|
Grosse Kolonien: 1. Verd. 48 50 56 Grosse Kolonien: 1. Verd. 39 98 98
2 4 4 6 2. » 7 8 8
Kloine Kolonien: 1. Verd. | 300 | 350 | 350 Kleine Kolonien: 1. Verd. | 340 | 400 | 420
AORED 20 25 25 2. » 32 | 36 36

Wenn wir die gemachten Versuche vergleichend beurteilen, so zeigen
sie ganz allgemein, dass sowohl die Hydrolysate tierisch-pflanzlicher Her-
kunft, als auch Kohlehydrate wachstumfordernd auf die verimpften Bak-
terien wirken, was sich in der Vermehrung der zur Ausbildung kommenden
Kolonienzahl ausdrickt. Der Agar (gew.) (1), der eigentlich das «Nahr-
substrat ohne Zusatz» darstellt, lisst weitaus am wenigsten Kolonien an-
gehen. Agar-0,5%0-Katan (2) bringt bei der gleichen Beimpfung je nach
der Keimart drei- bis achtmal soviel Kolonien hervor. In den Nidhrsubstra-
ten 3—6 ist nun dieser Eatan-Zusatz (0,590) durch die im Institut her-
gestellten Hydrolysate ersetzt worden und zwar in der Weise, dass auf
der Basis des Stickstoffgehaltes dieser Substanzen die entsprechend gleich-
wertigen Mengen derselben verwendet wurden. Die verschiedenen Nzhr-
substrate mit den verschiedenen Hydrolysatzusiitzen konnen als gleich-
wertig angesprochen werden. Zwar gehen bei Fluoreszens-Beimpfung im
Niahrsubstrat 4 (L.-Hydrolysat) nur zwei Drittel der Kolonien wie im ur-
spriinglichen Eatan-Nihragar (2) an. Dabei stellen diese ermittelten Zah-
len Durchschnittswerte aus mindestens zwei Versuchen dar. Das extreme
Ergebnis bei der Beimpfung mit Fluoreszens diirfte im wesentlichen an der
Erkenntnis nichts dndern, dass die hier verwendeten Hydrolysate annihernd
als gleichwertig in ihren wachstumverbessernden Eigenschaften zu bewer-
ten sind bei Verwendung auf der gleichen Stickstoffbasis.



232

Bei den vorliegenden Auszihlversuchen wurden immer drei aufeinanderfolgende Ver-
diinnungen beriicksichtigt. Einesteils erhilt man dadurch die Moglichkeit, die drei so ge-
fundenen Werte kombinatorisch bei der Beurteilunz der Nihrsubstrate zu verwerten, ander-
seits zeigt sich, dass die aufeinanderfolgenden Verdiinnungen nicht streng zehnfache Unter-
schiede in der Kolonienzahl ergeben. Es weisen jene Verdiinnungen, die grosse Kolonien-
zahlen hervorbringen (in unsern Versuchen 500, 600-—-T00), in der nichstkleineren Ver-
diinnung meist Kolonienzahlen auf, die grésser als zehnfach kleiner sind. Bei kleineren,
Kolonienzahlen zeigt sich eher, dass die nichstkleineren Verdiinnungen nicht zechnmal, son-
dern elf-, zwolfmal weniger Keim-Kolonien aufweisen. Dies diirfte in der angewendeten Ver-
diinnungstechnik liegen, wihrend bei den vorher erwihnten, grossen Kolonienzahlen sich dies
deshalb nicht zeigt, weil die Bakterien bei solch grossen Ueberimpfungsmengen sich in der
Kolonienzahl gegenseitig hindern kénnen, worauf schon frither hingewiesen wurde.

Der Versuch, durch Zusatz von grisseren Hydrolysatmengen bessere
Wachstumsbedingungen zu schaffen, ergab folgende Resultate: Der Agar-
200-Eatan bringt gegeniiber Agar-0,500-Eatan ungefihr doppelt und ge-
geniiber Agar (gew.) iiber zehnmal soviel Kolonien zur Ausbildung. Dabei
ist die wachstumfordernde Wirkung fiir Putrificus (unter anaeroben Bedin-
gungen) besonders gross, wihrend sie fiir Fluoreszens demgegeniiber be-
deutend kleiner ist. Es scheint {iberhaupt, dass Agar (gew.) fiir Fluoreszens
noch ein ziemlich gutes Néhrmilieu abgibt, widhrend Putrificus (anaerob)
darauf kaum gedeihen kann: die Zusitze wirken bei dieser Keimart beson-
ders wachstumftordernd, fiir Coli und speziell fiir Fluoreszens sind sie nicht
dermassen wirksam: sie scheinen hier fiir das Wachstum nur von unterge-
ordneter Bedeutung zu sein.

Nihragare mit noch griosserem Eatan-Zusatz als 20/ zeigten in Ver-
suchen, die hier nicht aufgefiihrt sind, nur ganz unverhiltnisméssig besseres
Wachstum. Ein grosser Zusatz von Eatan diirfte fiir praktische Versuche
auch deshalb nicht in Frage kommen, weil dadurch die Nidhrsubstrate sich
wieder verteuern wiirden. Jedenfalls erweist sich von diesen verschiede-
nen Gesichtspunkten aus der Eatan-Zusatz von 20/ als optimal: er scheint
fiir Putrificus unter anaerober Bebriitung besonders giinstige Wachstums-
bedingungen zu bieten.

Eine entsprechende Vermehrung des C.-Hydrolysates, das als Beispiel
eines weitern Hydrolysates gewdhlt wurde, bringt hier nicht die gleich
steigernde Wirkung in der Kolonienbildung hervor, wie sie fiir Eatan von
0,500 auf 290 erkannt wurde. (Sie ist besonders fiir Coli kaum grosser
als beim Nihrsubstrat mit viermal kleinerem Zusatz.) Auch eine Verwen-
dung dieses Hydrolysates in Kombination mit Stirke zeigt im Vergleich
zu den analogen Versuchen mit Eatan weniger gute Ergebnisse.

Ausgehend von der Ueberlegung, dass im Seen-Plankton die fiir das
Leben der See-Mikroorganismen notigen Stoffe angereichert, d. h. incarniert
sind, wurde versucht, durch saure und alkalische Hydrolyse dieses Materials
ein fiir das Wachstum speziell der See-Bakterien besonders giinstiges Nihr-
substrat zu schatfen. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass durch die biozdno-
tische Tatigkeit im See das Plankton wihrend der verschiedenen Jahres-
zeiten gewissen Schwankungen unterworfen ist. Dies kommt bei den drei zu
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den verschiedenen Zeiten gemachten Hydrolysaten zum Ausdruck: die Unter-
schiede sind aber hier nicht sehr gross. Die Versuche mit diesen N&hrk
substraten (auch mit Kohlehydrat-Zusitzen) ergeben giinstige Wachstums-
resultate: sie werden aber von den andern synthetischen Substraten, spe-
ziell mit Hatan, eher iibertroffen. Deshalb diirfte die Verwendung dieser
Plankton-N#hrsubstrate im allgemeinen nicht in Frage kommen: die lang-
wierige und zum Teil komplizierte Gewinnung und Herstellung rechtfertigt
sich nicht. Dass aber ein Bakterienwachstum darauf moglich ist, ergeben’
die gemachten Versuche; im speziellen zeigen die vorliegenden Versuche,
dass mittels der Verwendung von Plankton-Hydrolysat-Nahrsubstraten eine
selektive Bestimmung der Wasserbakterien, speziell im Seewasser, gegen-
iber den bisher verwendeten Nihrsubstraten von Vorteil ist (vergl. Ver-
such 26). Entsprechend giinstige Ergebnisse sind besonders auch aus den
serienmissigen bakteriologischen Untersuchungen des Ziirichseewassers, wel-
che im Verlauf der vergangenen drei Jahre von. Acklin am Hyglene Instltut
der E.T.H. ausgefiihrt wurden, zu verzeichnen.

Was den Ersatz der oben beschriebenen Hydrolysate durch solche von
Kohlehydraten (Stirke und Glukose) anbetrifft, so zeigen die beiden ver-
wendeten Stoffe eine dhnliche wachstumfordernde Wirkung wie die Hydro-
lysate. Dabei entsprechen ungefihr 10/ dieser Zusitze der Wirkung von
0,504 Eatan. Glukose begiinstigt, verglichen mit Stdrke, besonders das
anaerobe Wachstum von Putrificus; das Coli- und Fluoreszens-Wachstum
wird durch Starke viel mehr gefordert.

Unsere Versuche haben bewiesen, dass der in den bakteriologischen
Laboratorien gebriuchliche Nihragar oder die Nihrgelatine durch Zusitze
von bestimmten Hydrolysaten in Verbindung mit Zusitzen von Kohlehydra-
ten (Zucker und Stirke) nicht nur in Bezug auf seine griossere Produk-
tionstihigkeit, sondern auch in Bezug auf seine qualitativen Figenschaften
verbessert werden kann. Die N#hrsubstrate, speziell die mit Eatan, lassen,
verglichen mit den gewdhnlichen Niéhrsubstraten, die gewachsenen einzel-
nen Bakterien bzw. Bakterienkolonien viel iippiger und ausgeprigter an-
gehen. Ferner lisst ein Eatan-Ndhrsubstrat in guter Ausbildung die im all-
gemeinen nur auf Spezialnihrbéden gedeihenden pathogenen Kokken und wei-
tere, als schlechtwiichsig bekannte Arten, zur Ausbildung kommen*).

Wir halten daher auf Grund der vorliegenden Versuche sowie der etwa
seit 3 Jahren am hiesigen Institut gemachten Erfahrungen dafiir, dass ein
sogenannter Katanndhrboden zur Zeit das zweckméissigste und billigste Uni-
versalndhrsubstrat in der bakteriologischen Technik darstellt. Dieses diirfte
nicht nur die bekannten Fleischwasserpeptonsubstrate, sondern zum Teil
auch Spezialnihrboden erndhrungsphysiologisch vollwertig und zweckmissig
sowie mit Bezug aut die Gestehungskosten ersetzen bzw. iibertretffen. Dabei

*) Z.B. erhdlt man auf einem Nihragar von der umstehend angegebenen Zusammen-
setzung und Herstellungsart bereits nach 8—12 Stunden bei 37° C. ein iippiges und vollkom-
menes Wachstum eines hiimolytischen Streptococcus pyogenes.
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ist ausser der Zusammensetzung die rasche und einfache Herstellungsmog-
lichkeit der Eatan-Néhrsubstrate von grosser Bedeutung. Fiir den einzelnen
Fall, d. h. je nach den besondern Anforderungen, die an ein bakteriologisches
Néhrsubstrat gestellt werden miissen, sind die Menge des Fatans und die
weitern Zusidtze (Kohlenstoffquelle) und die Art der Pufferung sowie der
pH-Wert auszuwihlen.

Nach den Erfahrungen von Acklin kommt dem «Universal-Ndihrsubstral
Jiir bakteriologische Zwecke» folgende Zusammensetzung und Herstellungs-
vorschrift zu:

I Liter destilliertes Wasser enthilt:

18 g Agar-Agar (pulverisiert),

5 g Fleischextrakt «Liebigy,
10 g Pepton,
10 g Eatant),
1 g Glukose,
10 g losliche Stirke des Handels,
10 em?® % -Phosphatputfergemisch, pH—="17,22).

Liosung 1: Agar, Fleischextrakt und Pepton, z. B. Marke «Siegfried»,
werden in 750 ecm? Wasser, wenn mdéglich iiber Nacht, sonst 1—2 Stunden
quellen gelassen und dann im Autoklaven bei 1040 C, wihrend 15 Minuten be-
handelt. — Fiir 2 — bzw. 3750 cm? hialt man die entsprechenden Ingre-
dienzien 20 bzw. 25 Minuten im Autoklaven und spiterhin auf alle Fille
fliissig heiss. — Wihrend sich Losung I im Autoklaven befindet, oder schon
vorher wird Losung II hergestellt?).

Losung 11: Die Stirke, z. B. Marke «Siegfried», wird sorgfiltig mit
wenig kaltem destilliertem Wasser zu einem absolut homogenen Brei ange-
rithrt. Dieser wird langsam, d. h. portionenweise in 250 cm? siedendes Was-
ser, dem 2 cm? n-Natronlauge zugesetzt wurden, unter stetem Riihren ein-
getragen. Das Kochen wird noch 5—10 Minuten fortgesetzt, dann auf etwa
40 C. abgekiihlt und, wenn notig auf 250 ecm?® erginzt. Dann wird das Ganze
durch ein doppeltes Faltenfilter bis zur volligen Klarheit gegossen; eventuell
lisst man vorher die Stirkelosung dekantieren.

Nunmehr werden Losung I und Lésung II zusammengegossen und soviel
2 n-Sodalésung zugegeben bis ein pH-Wert von 7,8—8,2 vorliegt (pH-Kon-
trolle!), worauf alles zusammen fiir maximum 5—10 Minuten .in den Dampi-

) Eatan, diitetisch-pharmazeutisches Priparat, wird von der Eatinon-Gesellschaft in
Miinchen hergestellt und in Packungen (Flaschen) zu 60 g (3.—), 140 g (6.75), 460 g (17.—)
und 1140 g (29.—) in den Handel gebracht. (Die Zahlen in der Klammer sind die Preise fiir
das Produkt.) In der Schweiz haben Mathys & Schaaff, Gerbergasse 5, Ziirich I, die General-
vertrelunyg des Eatans.

2) Das 7 -Phosphatpuffergemisch wird hergestellt, indem man 2721 g KH2PO: und
28,36 g NaeHPO4 .2H20 nach Sorensen je in 1 Liter dest. Wasser lst und 27 Teile saures
Salz mit 73 Teilen basischem Phosphat mischt.

3) Man verwendet mit grossem Vorteil hier, wie auch sonst bei der Herstellung von
bakteriologischen Nihrsubstraten, die sog. «Wagner & Munz-Flaschen ».
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topf gegeben wird. Nachdem in einer abgekiihlten Probe ein pH-Wert von
mindestens 7,8 festgestellt wird und eine vollstindige Ausfillung eingetre-
ten ist, gibt man das Eatan, die Glukose und das Phosphatgemisch zu und
kocht alles zusammen einmal auf. Dann wird klar filtriert. Dies erfolgt
mittels des Spezialpapierfilters No. 520b '/, «Faltenfilter nach Schleicher
& Schiill» mit 50 em Durchmesser. Im Filtrat wird der pH-Wert gepriift
(Hellige-Apparat!) und, wenn notig durch Zugabe von 2 n-Salzsiure genau
auf den Wert von 7,0—T7,2 eingestellt. Eine zweite Filtration ist meist
unnotig, sie wird aber in der Regel bei Gelatine und Bouillon-Nihrsubstraten
rasch durch ein Doppel-Spezialfilter in der Hitze erreicht.

Das klare Filtrat wird je nach Bedarf, bzw. nach der Verwendungs-
art der Niahrsubstrate zu 150—300 cm?® in wvorher sterilisierte Kolben abge-
fiillt, mit Staniolverschluss versehen und dann bei 104¢ C. wihrend 10
Minuten der Schluss-Sterilisation unterzogen. Fiir den wunmitlelbaren Bedarf
wird das Néhrsubstrat direkt in Rohrchen abgefiillt, die vorgingig trocken
sterilisiert wurden. Die Schluss-Sterilisation dauert hier 5 Minuten bei
104° C. im Autoklaven. ‘

litude d'une boisson fermentée, a hase de ligues.
Par Dr. BERTHE PORCHET,

bactériologiste a la Station fédérale d’essais viticoles et arboricoles, & Lausanne
(Directeur: Dr. H. Faes).

_ Au cours de ces deux derniéres années, s’est répandue dans le pays
la consommation d’une boisson familiale, préparée avec de l'eau sucrée,
quelques figues, quelques raising secs, et une matiére premieére désignée
sous le nom de «ferment de raisins». Cette matiére est constituée par des
granules & contours irréguliers, blanchatres et transparents, qui ont la
double propriété de provoquer la fermentation alcoolique et de se multiplier.
Ce phénoméne de multiplication semblant curieux, et la littérature con-
sultée ne donnant pas de renseignements & ce sujet, il nous a paru intéres-
sant de I’étudier, et d’examiner d’autre part quelle était la valeur hygiénique
et alimentaire de la boisson en question, considérée par le public comme
une «limonade sans alcool».

Granules dits «ferments de raisins».

Ils se présentent sous la forme de corpuscules, de forme irréguliére,
dont les cOtés mesurent 2—8 mm. Leur consistance est élastique: projetés
sur une surface dure, ils rebondissent sans aucune modification de leur
forme. Ils rappellent des fragments de gel d’agar concentré, tel que celui
que l'on emploie en microbiologie; cette ressemblance a méme faussé le
diagnostic de certains auteurs, qui ont étudié superficiellement la question.
Laissés & Dair, ils perdent de l’eau, se dessechent, tout en conservant une
certaine élasticité. Ecrasés, ils forment une pate.
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