Uber die a-nucleinsaures Natron lésende Wirkung einiger
Mikroorganismen.
Von
H. Plenge.

(Aus dem physiolog. Institut Heidelberg. Vorgetragen im naturhistorisch-medizinischen
Verein Heidelberg am 3. Juli 1903)

(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1903)

Nachdem Araki (1903) seine Arbeit «{iber die enzymatische
Zersetzung der Nucleinsdure» im hiesigen Institut beendet und
gefunden hatte, daR Trypsin, Erepsin und in Organextrakten
der Thymus, Leber, Milz enthaltene Fermente imstande sind,
die Nucleinsdure aus der a- in die b-Form Uberzufiihren und
mehr oder weniger weit zu zerlegen, schlug Herr Prof. A. Kossei
mir vor, die Frage in der Weise weiter zu verfolgen, daf ich
die gelatinierende a-Nucleinsdure als N&hrboden fir Bakterien
und andere Mikroorganismen beniitze und priife, ob diese imstande
seien, die Nucleinsdure ahnlich wie die Gelatine zu verfllssigen.

Ich bin ihm fur die Anregung zu diesem, wie sich zeigen
wird, ergebnisreichen Versuch zu groRem Dank verpflichtet
und ebenso fur ein im hiesigen Institut nach der Vorschrift
von A. Neumann (1899) hergestelltes Préparat von a-nuclein-
saurem Natron. Es I6st sich in Wasser beim Erwédrmen mit
volliger Klarheit und Durchsichtigkeit und erstarrt in 5°/oiger
Losung, wie es A. Neumann (1899) angibt, -zu einer festen Gal-
lerte. Bei mehrfachem, anhaltendem Sterilisieren im Kochschen
Dampftopf blRt es sein Erstarrungsvermdgen nicht ein; auch
nicht, wenn man vorher die an sich leicht alkalische Reaktion
durch Hinzufugen von etwas kohlensaurem Natron verstarkt,
doch tritt dabei manchmal eine leichte Trilbung auf. Die erstarrte
Losung bleibt bei Brutschranktemperatur von 37—40° fest, Uber
40° beginnt sie fliissig zu werden, wird bei 50° ganz flissig
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und beginnt beim Abkuhlen bei etwa 420 zu erstarren. Ldsungen
von geringerem Prozentgehalt in reinem \Wasser erstarren bei
Zimmertemperatur nicht mehr vollstandig: 2,5°0 gibt nur eine
stark zitternde Gallerte. Wohl aber erstarren 2,5°/oige Losungen,
wenn man sie nicht mit reinem Wasser, sondern mit Fleisch-
wasserpeptonbouillon herstellt, oder der Wasserlésung 0,5°0
Kochsalz hinzufugt. Auch diese salzreichen Lo&sungen be-
wahren ihr Erstarrungsvermdgen nach dem Sterilisieren, doch
héalt die nur mit NaCl versetzte Losung die Brutsehrank-
temperatur nicht aus, ohne stark zitterig bis flissig zu werden,
wahrend die mit Fleischwasserpeptonbouillon hergestellten Nahr-
boden bei 37° vollkommen geniigend festbleiben, sowohl in
Reagierzylindern als in Petri-Schélchen ausgegossen. Bei der
Bereitung der Ldésungen auftretende oder durch anhaftende
Papierfaserchen bedingte Triibungen lassen sich mit dem Heil-
wassertrichter leicht abfiltrieren: auch die 5°/oige Losung lauft
glatt durch das Filter, so daR wir in dem a-nucleinsauren
Natron einen festen Nahrboden haben, der an Durchsichtigkeit
und Klarheit Gelatine und Agar weit Gbertrifft und sich mit
viel geringerer Mihewaltung herstellen 1at. Nur muf man
Ricksicht darauf nehmen, daB der dem Praparat etwa noch
anhaftende Alkohol bei der Herstellung gentigend verdunsten
kann. Ich habe damit keine Schwierigkeiten gehabt. Dazu
bietet das a-nucleinsaure Natron den Mikroorganismen, speziell
den pathogenen, einen Stoff, der ein direkter Abkdmmling der in
der Zelle bezuglich im Kern enthaltenen Substanzen ist, wéahrend
selbst die Gelatine, die wohl auRer dem Blutserum allein von
den sonst Ublichen festen Né&hrboden zugleich als Nahrungs-
mittel in Betracht kommt, nur aus den Zwischenzellsubstanzen
stammt. Weiterhin kénnen wir auch im Brutschrank, also bei
jedem Temperaturoptimum, auf Verfliissigung priifen.

Zu den ersten Versuchen stand mir ein leuchtender Elb-
vibrio aus Hamburg in zwei verschiedenen Originalkulturen zur
Verfiigung, den wir zu Vorlesungszwecken benutzt haben, fir
dessen Ubersendung ich Herrn Prof. Dunbar zu Dank ver-
pflichtet bin. Dieser Vibrio eignete sich zu den Vorversuchen
besonders gut, da er durch sein Leuchten ein sehr einfach zu
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beobachtendes und unverkennbares Zeichen seiner Reinheit,
Lebensfahigkeit und seines Wachstums gab. Es zeigte sich
bald, dal der Vibrio auf 5°/oiger Gallerte von a-nucleinsaurem
Natron in destilliertem Wasser (Strichkultur auf schrag erstarr-
tem Nahrboden) sich gut entwickelte und wuchs, wenn auch
etwas langsam, daB er leuchtete und sogar scheinbar ver-
loren oder zuriickgegangenes Leuchtvermdgen (Kultur von 93)
in ausgiebiger Weise wiedergewann und langer bewahrte als
gleichzeitig auf Bouillonagar oder -Gelatine gezogene Kulturen,
vielleicht infolge des hohen Phosphorgehaltes; endlich, daf er,
wie die Gelatine, auch das nucleinsaure Natron verflussigt
und sich an der Oberflaiche des fllssigen Né&hrbodens
ansammelt.

Hiermit waren in den ersten Tagen des Mai dieses Jahres
die Hauptfragen gelost; es war bewiesen erstens: dal3 sich das
a-nucleinsaure Natron in Wasser geldst als Nahrboden eigne,
die LebensduBerungen der verimpften Bakterien nicht hindere
oder wesentlich abédndere, zweitens: dal gewissen Bakterien
die Fahigkeit zukommt, das a-nucleinsaure Natron so zu ver-
andern, dall es sein Erstarrungsvermdgen verliert.

Dieser Erfolg war in keiner Weise mit Sicherheit voraus-
zusehen, denn nach mehreren fritheren Untersuchern, Hankin,
Christmas, Bitter, Vaughan (cit. bei H. Kossel 1894)
gelten gewisse Bestandteile des Zellkerns, die zum Teil als
Nuclein bezeichnet wurden, als baktericid. Ahnliches schienen
die Arbeiten von Brieger, Kitasato, Wassermann (cit. bei
H. Kossel 1894) mit Auszlgen zellenreicher Organe besonders
der Thymus zu ergeben. Dann hat H. Kossel (1894) flr die
Nucleinsdure aus der Kalbsthymus die baktericide Wirkung in
einwandfreier Weise festgestellt. Er brachte sie mit der eiweil3-
fallenden Eigenschaft der Nucleinsdure in Beziehung. Dies
Vermdgen kommt dem Natronsalz der a-Nucleinsdure nicht
zu und so ist es vielleicht zu erkldren, dal diese Sdure keine
baktericide Wirkung hat, so lange die Losung, oder der feste
Néhrboden durch fixe Alkalien alkalisch bleibt.

Die néchsten Fragen waren erstens: wie verhalten sich
die Ubrigen Bakterien und andere Mikroorganismen? Zweitens:
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gehen die Fahigkeiten, Gelatine oder a-nucleinsaures Natron zu
verflissigen, einander immer parallel, wird die Verfliissigung,
wenn Uberhaupt durch ein Enzym, durch das gleiche bedingt,
oder gibt es Mikroorganismen, die nur eines von beiden ver-
flussigen, das andere anzugreifen aber nicht fahig sind? Ich
verdanke der Freundlichkeit der Herren im hiesigen pathologisch-
anatomischen Institut, besonders des Herrn Dr. W. Hofmann,
25 verschiedene Arten, an denen ich die Fragen prifen konnte.

Um mdoglichst gleiche Bedingungen fiir beide zu ver-
gleichende Na&hrbdden, Gelatine und a-nucleinsaures Natron,
zu schaffen, habe ich zun&chst das a-nucleinsaure Natron nur
als Erstarrungsmittel verwendet und zu 2,5°0 in der gleichen
Fleischwasser-pepton-bouillon geldst, mit der ich die (wegen der
zu erwartenden hoheren Sommer-Temperaturen) 10°/oige N&hr-
gelatine hergestellt habe. Nach vorschriftsméRiger Sterilisation
wurden unmittelbar hintereinander von denselben Originalkulturen
je ein oder zwei Gelatine- und a-nucleinsaures Natron-Rohrchen
durch Stich geimpft und in einem gerdumigen verschlossenen
Schranke bei Zimmertemperatur gehalten. Das im Schranke auf-
gehéngte Thermometer zeigte im allgemeinen 18—20 oder 21°,
stieg nur in den heien Tagen anfang Juli auf 22 und einmal
auf 23° C. an. Die Gelatine blieb bei diesen Temperaturen fest.
Eine bemerkenswerte Austrocknung fand in aufgestellten, nicht
besaten Kontrollréhrchen nicht statt.

Die Ergebnisse dieser Vergleichsreihen, die ich in der neben-
stehenden Tabelle S. 198 niedergelegt habe, waren folgende:

1. Es gibt Mikroorganismen, die sowohl Gelatine als
a-nucleinsaures Natron verflissigen, wie die schon erwdahnten
leuchtenden Elbvibrionen, ferner Prodigiosus, Finkler Prior, Milz-
brand, Staphylococcus citr. u. a. m.;

2. solche, die nur das a-nucleinsaure Natron verflissigen,
z. B. Bac. typhi homin. Bact. Coli;

3. solche, die nur die Gelatine, nicht das a-nucleinsaure
Natron verflussigen, B. subitilis;l)

p B. subtilis beginnt jetzt auch das a-nucleins. Natron zu ver-
flussigen. Anm. b. d. Korrektur 18. VII. 03.
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4. solche, die eines von beiden m. w. energisch, das andere
sehr langsam verfliissigen, so dal sich ein trockner Trichter,
wie ich es nennen mochte, bildet, d. h. es verdunstet eben-
soviel Flussigkeit, als gebildet wird ;1)

5. solche, die keines von beiden verflissigen, z. B.
Fluorescens long., Proteus mirabilis, Soor etc.2)

6. Die mit besondern Eigentiimlichkeiten (Farbstoffbildung,
Leuchten etc.) begabten Mikroorganismen behalten diese bei
und lassen keinen wesentlichen Unterschied erkennen;

7. wohl aber zeigen sich bei verschiedenen Arten in der
Wachstumsart im Stich einige Verschiedenheiten, die noch
weiter zu verfolgen sind.

Um es noch einmal zu betonen, gelten diese Angaben
nur fir Zimmertemperatur und Stichkulturen. Bei Brutofen-
temperatur konnte ich bisher in Ermangelung eines toluolfreien
grélReren Thermostaten nur ein paar besonders wichtig erscheinende
Arten verfolgen.

Besonders interessant war mir das Verhalten der Kulturen
von B. typhi hom. und Bact. Coli communis. Beide peptoni-
sieren die Gelatine in dieser Konzentration des Né&hrbodens
nicht, wohl das a-nucleinsaure Natron; aber der Bacillus typhi
hat diese Fahigkeit in viel ausgepragterem Grade als die von
mir untersuchte Rasse von Bact. Coli. Von diesem konnte ich
nur einen Stamm erhalten, wahrend ich von Typhus zwei
Kulturen prifte, die von zwei verschiedenen Sektionen stammten.
Beide losten das a-nucleinsaure Natron viel energischer auf als
das Bact. Coli, bei dem ich bei Zimmertemperatur wochenlang
im Zweifel war, ob es Uberhaupt I6se. Lange Zeit bildete sich
nur eine ganz langsam fortschreitende Vertiefung der Oberflache
des Stiches aus und erst mit dem starken Ansteigen der AulRen-
temperatur zeigte sich deutliche, sehr langsam fortschreitende
Verflissigung, wéhrend die zugleich geimpften Typhuskulturen
langst den ganzen Néahrboden verflissigt hatten. Bei Brutofen-
temperatur zeigt B. Coli 24 Stunden spater den Beginn der

9 Lufttrichter nach Kruse, 1896, S. 90.
2) Ich benenne die Bakterien etc. zundchst so, wie ich sie aus
dem path.-anat. Institut bezogen habe.
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Verflissigung, die bei B. typhi schon 24 Stunden nach der
Impfung deutlich zu erkennen ist; bei der noch kirzlich
von Bonhoff (1903) demonstrierten Schwierigkeit der Diagnose
durfte dieses eventuelle neue diagnostische Hilfsmittel nur will-
kommen sein.

Wenn wir also in Ubereinstimmung mit der Ansicht, daR
die Auflésung der Gelatine durch die Mikroorganismen eine
Enzymwirkung darstellt, uns vorstellen, dafl auch die Fahigkeit
der Mikroorganismen, das a-nucleinsaure Natron zu verfliissigen,
auf Enzymwirkung beruht, so sehen wir, dal3 in gewissen Féllen
ein besonderes Enzym auftritt, das nur das letztere, nicht auch
die Gelatine zur Verflissigung zu bringen vermag. Mit Ver-
suchen, die wahrscheinliche Enzymwirkung von den lebenden
Zellen isoliert zu erhalten, bin ich noch beschéftigt. Ebenso
mit Untersuchungen darliber, worauf die Umwandlung des
a-nucleinsauren Natrons beruht, wodurch es seine Erstarrungs-
fahigkeit einbuft. Damit im Zusammenhdnge steht das Be-
streben, zu finden, wie weit die Nucleinsdure durch die Bakterien
gespalten wird, ob es bis zur Bildung von freier Phosphorsdure etc.
kommt.l) Dazu gehdren natlrlich Nahrboden, die nur a-nuclein-
saures Natron enthalten. Auf diesen wachsen aber die Mikro-
organismen etwas langsamer als aufFleischwasserpepton-a-nucle-
insaurem Natron.

Eine weitere Reihe im Gang befindlicher Untersuchungen
erstreckt sich auf die Frage, wie sich die Virulenz der
pathogenen Arten nach dem Wachstum auf a-nueleinsaurem
Natron verhélt und ob sich nicht dieser Nahrboden fiir sonst
schwer oder nicht zu zlchtende Arten, z. B. Gonococcus und
andere, ersprieBlich erweist. Wenn es mir moglich ist, mochte
ich noch Versuche mit anderen Krankheiten machen, die der
bakteriellen Atiologie dringend verdachtig sind. Zu diesen
verschiedenen Zwecken wird man naturlich das nucleinséure

1) cf. lwanoff diese Zeitschr. XXXIX. Bd. S. 31—43, erschien nach
der Niederschrift dieser Arbeit. |. weist nach, daf Schimmelpilze eine
tiefgehende Zersetzung des a-nucleinsauren Natron bewirken, die auf
einer Fermentwirkung beruht («Nuclease»). Diese scheint den toten Zell-
leibern und der abfiltrierten zersetzten Kulturflissigkeit anzuhaften.

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIX. 14
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Natron mit anderen schon bewdahrten Zusédtzen: Glycerin,
Zucker etc. kombinieren.

Uber die Beziehungen des Vermdgens der Bakterien das
a-nucleinsaure Natron zu verfllssigen zu der Pyocyanase Em-
merich und Low’s (1899) wird spater zu berichten sein.

SchluBsétze

1. Das a-nucleinsaure Natron eignet sich sowohl in
destilliertem Wasser, als in 0,5%iger Kochsalzlésung, als in
Fleischwasserpeptonbouillon gelést in 2,5—5°/oiger Lodsung
vortrefflich als fester Nahrboden fir Mikroorganismen, und
zwar sowohl fur Stich- als Strich- als Plattenkulturen. Dazu
ist der N&hrboden sehr leicht herzustellen in vélliger Durch-
sichtigkeit.

2. Die Fahigkeit der Mikroorganismen, Gelatine oder
a-nucleinsaures Natron zu verflussigen, geht nicht immer
parallel, sondern es ist in vielen Fé&llen wahrscheinlich ein
besonderes auf Nucleinsdure abgestimmtes Enzym vorhanden.

3. Es scheint in dem Verhalten gegen a-nucleinsaures
Natron ein neues differential-diagnostisches Hilfsmittel zur
Unterscheidung von Bacterium Coli und Bacillus typhi hominis
gegeben zu sein, doch bedarf dieses Ergebnis noch ausgiebiger
Nachuntersuchung.

4. Das a-nucleinsaure Natron erweist sich fur die bio-
logische Einteilung der Bakterien und zur Erforschung ihrer
Wachstumformen von einigem Interesse.

5. Ebenso wird es zu einer ndheren Charakterisierung
der proteolytischen Fermente eine willkommene Handhabe bieten.
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Zusammenstellung

der gepriiften Mikroorganismen-Arten beziiglich ihres Verhaltens gegen
2,5°/oiges a-nucleinsaures Natron und gegen 10°/oige Gelatine, beide in der

gleichen Fleischwasser-Pepton-Bouillon gelost: 1—27.

A und B Vorver-

suche mit a-nucleinsaurem Natron in Wasser zu 5°/0 geldst und in Fleisch-

wasser-Pepton-Bouillon zu 2,5 °/o.

(Nach dem Befunde am 27. VI. 03, dem

Datum der Niederschrift.)

Datum Herkunft
der Name des Organismus der
Impfung Originalkultur

30. IV. LeuclitenderElbvibrio 93 bezogen 1902
Hamburg

1. V. LeuchtenderElbvibrio95 bezogen 1903
Hamburg

25. V. LeuchtenderElbvibrio 95 »
» Milzbrand

pathol. anat.Inst.
Heidelberg

Verhalt en gegen

a-nucleinsaures

Gelatine
Natron

5°/0 in dest. Wasser.

Strichkultur. Verfl. —
nach 14 Tagen
2,5°/0 in Pepton-

Bouillon. Verfl. deutl. —
nach 8 Tagen

Verfl. von 30. V. an Verfl. von 30. V. an
Verfl. beginnt 6. VI. Verfl. beginnt 30. V.

»

10. VI.
14. VI.

»

»

Bact. Coli comm.

Bac. Tyhi homin. |
B. Prodigiosus |

Staphylococcus citr.
Saccharomyces cerevis.

Fluorescens longus
Proteus mirabilis
Bac. Typhi horn. Il
Schweinerotlauf

V. Finkler Prior
Pseudomelanosus (P. Emst)
Streptococcus
Actinomyces
Taubendiphtherie
Oidium lactis

Wourzelbacillus
Sarcoma ventriculi

Sarcina aurantiaca
Spirillum rubrum
Bac. Indiens ruber

Bac. prodigiosus Il

Soor
Proteus vulgaris
Bac. subtilis
Bac. lacticus

»

Verfl. zweifelhaft bis
15. VI., dann deutl.

Verfl. beginnt 31. V.

Verfl. von 26. V. ab
langsam

Verfl. langsam

Verfl. deutl. aber sehr
langsam von |.VI.ab.

Keine Verfl.
Keine Verfl.
Verfl.

Verfl. nach 8 Tagen

Verfl.
Verfl.
Verfl.

nach 48 Std.'
nach 8 Tagen
sehr langsam
Keine Verfl.
Lufttrichter

Verfl.langsam, zuerst
nach 8 Tagen
Verfl. am 3. Tage.
Keine deutl. Verfl.
Lufttrichter?
Lufttrichter

Keine Verfl.

Verfl. nach 24 Std.

Verfl. nach 24 Std.
am 27. VI. 2/3 Verfl.

Keine Verfl.
Verfl. nach 24 sStd.
Keine Verfl. deutl.

Lufttrichter

Keine Verfl.

Keine Verfl.

Verfl. sehr rasch

Verfl. langsam

Keine deutl. Verfl.
Kleiner Lufttrichter

Keine Verfl.
Keine Verfl.
Keine Verfl.

Keine deutl. Verfl.
"Lufttrichter

Verfl. nach 24 Std.
Keine Verfl.
Keine Verfl.
Keine Verfl.
Keine Verfl.

Keine Verfl.

Verfl. am 3. Tage

Keine Verfl.

Verfl. nach 24 Std.
Keine Verfl.

Verfl. erstlangsamer,
dann schneller

Verfl. rascher, am
22. ganz verfl.

Keine Verfl.
Verfl. etwas rascher
Verfl. nach 8 Tagen

Keine Verfl.



