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I. Einleitung und Problemstellung

Als erster vertrat im Jahre 1875 Cohn (16) die Auffassung, daB
der Kisereifungsprozel auf durch Bakterien verursachte Stoffumset-
zungen zuriickzufiihren und die Labfliissigkeit als Ursprungsort dieser
Mikroorganismen zu betrachten sei. Er wurde in dieser Ansicht durch
die mikroskopische Untersuchung verschiedener Labausziige be-
stiarkt, bei denen er zahlreiche Spaltpilze feststellen konnte, die er
allerdings als identisch mit seinem «Bacillus subtilis» betrachtete.
Trotz dieser unrichtigen SchluBfolgerung hatte Cohn durch seine
Beobachtungen den richtigen Weg zur Losung der Frage des Kase-
reifungsprozesses gewiesen.

C o hn s Auffassung iiber die Reifung der Kise wurde in der Folge
durch die Untersuchungen von Duclaux (22), Adametz (1), v.
Freudenreich (24) u. a. als richtig befunden. Dabei wies der
letztgenannte Autor erstmals auf die grundlegende Bedeutung gewis-
ser Milchsiurebakterien hin. wihrend Duclaux die auf
der Rinde gedeihenden Tyrothrixarten als Reifungserreger
hetrachtete und Adametz seinem Bacillus nobilis die wich-
tigste Rolle zuschrieb. Die auseinander gehenden Ansichten iiber die
Natur der Reifungserreger von v. Freudenreich, Orla-Jen-
sen. Thoni, Burri, Kiirsteiner u a. einerseits und Du-
claux, Adametz, Weigmann, Rodella u. a. anderseits,
brachten der Erforschung der Mikroflora des Késes einen méachtigen
Auftrieb.

Wihrend so alle Aufmerksamkeit den bakteriologischen Verhilt-
nissen im Kise zugewandt wurde, fiel die Labfliissigkeit mit ihren
Kleinlebewesen der Vergessenheit anheim. Frst im Jahre 1889, also
volle 14 Jahre nach den ersten mikroskopischen Untersuchungen
Cohns, berichtete Adametz (l.c.) iiber die bakteriologische Zu-
sammensetzung von je zwei Proben Kunst- und Naturlab. Er fand in
den beiden Kunstlabproben 650 und 800, im Naturlab 640000 und
600 000 Mikroorganismen im Kubikzentimeter. In qualitativer Hin-
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sicht konnten neben einigen Torulaarten und dem Bacillus
subtilis die gleichen Organismen nachgewiesen werden, wie er
sie auch im Kise angetroffen hatte, nimlich:

6 Mikrokokkenarten,

5 Sarcinaarten,

8 Bazillenarten,

3 Hefearten.

Einige Jahre spdter machte Herz (28) Angaben iiber die Bak-
terienflora des Labes und deren Vermehrung wihrend eines gewis-
sen Zeitablaufes. Er fand im frisch angesetzten Lab 11 000, nach 24
Stunden 3306 000 und nach Ablauf von 48 Stunden 101 Millionen
Keime im Kubikzentimeter. Was die qualitative Veridnderung anbe-
langt. so zeigten sich im frischen Auszuge des Kilbermagens noch
erhebliche Mengen Gelatine verfliissigender Bakterien und einige
Schimmelpilze, die im dlteren Lab samt und sonders verschwunden
waren.

Die ausfiihrlichsten Untersuchungen auf diesem Gebiete um die
Jahrhundertwende stammen von v. Freudenreichund Orla-
Jensen (25). Wie Herz zeigten auch sie. daB mit dem Naturlab
eine Unmenge Bakterien in die Kdsemasse gebracht werden. Als
erste suchten sie die Herkunft dieser Mikroorganismen, insbesondere
der sogenannten Milchsdurebakterien im Lab zu ergriinden. Im
Kunstlab konnten sie keine Vertreter dieser Spaltpilzgruppe finden,
und da auch die Untersuchung eines Labmagens ein negatives Re-
sultat zeitigte, gaben sie der Auffassung Ausdruck, daB die Erreger
der Milchsduregirung aus den zum labansatze verwendeten Schot-
ten stammen miiBten. Die Beobachtung. daB Schotten, wie sie in
Kisereien anfallen. bei Bruttemperatur aufgestellt. nach kurzer Zeit
groBe Mengen solcher Milchsidurebakterien aufwiesen. schien ihre
Ansicht zu bestitigen.

Weitere Beitridge zur Kenntnis der Mikroflora von Kilberlab-
magen und Lab lieferten Peter (53) und Kostler (37). Peter
konnte im Naturlab hiufig die Blihungserreger aus der Coli-Gruppe,
die die Ursache der PreBlerkise darstellen, nachweisen. Késtler
hat durch Untersuchung an drei Labmagen iiber die Verteilung von
Bldhungserregern und Milchsiurebakterien in den einzelnen Magen-
partien AufschluB gegeben.

Erst im Jahre 1906 folgten ausgedehntere Untersuchungen an
Labmagen durch J. Thoni. In seiner Arbeit: «Bakteriologi-
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sche Studieniiber Labmigenund Lab» (65), berichtete
dieser Forscher iiber die Ergebnisse seiner Priifungen von Lab-
magen, Schotten und Lab. Er konnte dabei nachweisen, daf die fiir
die Kiserei wichtigen Milchsdurebakterien nicht aus den zum Lab-
ansatz verwendeten Schotten, sondern aus dem Labmagen stammer.
Zwei von frisch geschlachteten Kilbern herrithrende Magen gestat-
teten einen Einblick in die Mikroflora des Labmagens lebender Tiere.

Von den 20 untersuchten, aus dem Handel bezogenen Labmagen
enthielten deren 14 Milchsiurebakterien in durch direkte Kulturen
nachweisbaren Mengen, wihrend bei den restlichen sechs nur Kokken
and Vertreter der hiufig fast in Reinkultur auftretenden Colibakte-
rien gefunden wurden. Interessant ist Thonis Befund, daB bei den
aus den Kilbermagen hergestellten Labkugeln der prozentuale Anteil
der Milchsiurebakterien an der Gesamtflora ein viel hoherer war, als
bei den Magen. Wie der Autor bemerkte, wird diese Erscheinung
dadurch zu erkliren sein, daB bei der Herstellung der Kugeln durch
das Fintauchen der Magen in Schotte oder Molkenessig eine Anrei-
cherung der Milchsiurebakterien stattfindet. Thoni vermochte aus
Anreicherungskulturen in Schotte die milchwirtschaftlich wichtigen
Arten Bacterium lactis acidi, Bacillus casei @, B, v
¢ und e zu isolieren.

In neuerer Zeit hat Schwarz (62) an gelagerten Labmagen
Erhebungen gemacht und dabei teils durch direkte Kulturen, teils
durch Anreicherungskulturen in bei 37 und 45 Grad bebriiteter
Schotte verschiedene Arten der Orla-Jensen’schen Gattungen
Streptococcus, Thermobacterium, Streptobac-
teriumund Betabacterium nachweisen konnen.

Kantardiieff (31) beschrieb die Spaltpilzflora von Natur-
lab; Karnickiund Dorner (32) u. a. haben sich mit den in der
Emmentaler-Kiserei iiblichsten Labarten und zugefiigten Bakterien-
kulturen befaBt.

Bei allen diesen Arbeiten neueren Datums wurde der Versuch
unternommen, die isolierten Milchsidurebaktetien in das System von
Orla-Jensen (51) einzuordnen. Alle diese Forscher stielen dabei
auf mehr oder weniger groBe Schwierigkeiten, indem sie nicht alle
angetroffenen Organismen zu identifizieren vermochten. Insbeson-
dere gelang es S ¢ h war z in den meisten Falien ni-~ht, seine Stimme
zu bestimmen, was ihn dazu bewog, diese als «Zwischenformen» und
«Mittelformen» von verschiedenen Arten aufzufassen. Kantar d-
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jiieff beschrieb ein thermophiles Milchsdurelangstibchen, welches
weder mit Thermobacterium helveticum noch it
Thermobacterium lactis Orla-Jensen identisch sein
soll und belegte es mit einem neven Namen, Thermobacte rium
Burrii Karnickiund Dorner isolierten eine Anzahl Stimme
von Betabakterien, die sich unter keine der von Orla-Jensen
beschriebenen Arten einreihen lieBen.

Durchgeht man die 4ltere und neuere Fachliteratur, so fillt auf.
daBl sowohl in der Beschreibung als auch in der Benennung der
Milchsdurebakterien groBe Uneinheitlichkeit herrscht. Als Ursache
dieses Ubelstandes miissen mehrere Momente angefiihrt werden. Fin-
mal fehlte es an jeder einigermaBen einheitlichen Untersuchungsme-
thodik, die auch heute noch weit von einer Standardisierung entfernt
ist. Eine befriedigende, allgemein anerkannte Systematik stand nicht
zur Verfiigung und wird leider auch heute noch vermiBt. Jeder Autor
beschrieb, gewohnlich unter volliger MiBachtung der Variationsmég-
lichkeiten (Dissoziation) der Bakterien, die Spaltpilze nach ihrem
kulturellen und mikroskopischen Aussehen in den von ihm verwende-
ten Néhrsubstraten und auf Grund der durch sie bewirkten Stoffum-
setzungen. Stimmten seine Befunde nicht genau mit denen eines an-
deren Forschers iiberein, so stellte er ohne Hemmungen eine neue
Art auf. Leider haben diese Bemerkungen bis heute ihre Giiltigkeit
nicht ganz verloren.

Weigmann (67) unternahm als erster im Jahre 1899 den Ver-
such, die Milchsiurebakterien des Molkereigewerbes in ein System
einzuordnen. Unter Beriicksichtigung der Art der gebildeten Milch-
sdure (I-, d- oder i-Milchsiure), des Peptonisierungsvermégens von
Gelatine und Milch, des Grades der Anaerobiose und weiterer Merk-
male gelangte er zu 6 verschiedenen Gruppen. In welchem MaBe es
sich innerhalb einer Gruppe bei den einzelnen Organismen um selb-
stdndige Arten oder nur Varietiten handelte, vermochte er nicht end-
giiltig zu entscheiden.

«Wir (Weigmann) wiren also auf diese Weise, d. h. durch Aufstellung
bestimmter Merkmale als Differenzierungsmomente zu 6 Gruppen gelangt. In
ieder dieser Gruppen sind mehrere Organismen vereinigt und es fragt sich,
ob diese als verschiedene Arten zu betrachten sind oder ob sie identisch sind
resp. wenigstens zu einer Art vereinigt und als Varietiiten betrachtet werden
konnen. An die Beantwortung dieser Frage wiirde man wohl nur denken
kénnen, wenn es gelinge, die einzelnen Organismen in einer Hand zu ver-
einigen, durch welche sie verglichen werden kénnten. Leider ist dafiir jedoch
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wenig Aussicht, da viele von den bereits beschriebenen Bakterien durch Ab-
sterben verloren gegangen sind, was gerade bei Milchsdurebakterien haufiger
als bei anderen Bakterien sich ereignet.»

Weitere Bemiihungen, dem immer groBer werdenden Chaos Halt
zu gebieten, gehen insbesondere auf Lohnis (44) zuriick, der in
seinem «<VersucheinerGruppierungder Milchsdure-
bakterien» auch dieser Spaltpilzgruppe nahe stehende Organis-
men in sein System einbezog, so z. B. die Vertreter der Coli-Aero-
genesgruppe, ja selbst Kokken, die iiberhaupt keine Sdure bilden,
sondern Milch alkalisch machen.

Die Kritik lieB denn auch nicht lange auf sich warten und es war
hauptsichlich W o 1T (69), der der L & hnis’schen Systematik jeg-
liche Fxistenzberechtigung absprach.

Fbenso wenig fanden die Vorschlige Orla-Jensen (50) und
Gorinis (26) allgemeine Anerkennung.

Wesentlich spiter, im Jahre 1919, erschien Orla-Jensens
Standardwerk «The lactic acid bacteria» (51). eine genaue
Beschreibung der einzelnen Gattungen und Arten, sowie eine relativ
einfache Systematik umfassend. Den Girungsleistungen kommt da-
rin fiir die Diagnostik eine besondere Bedeutung zu. Der Autor lie
den bisherigen Gattungsbegriff Bacterium fallen. welcher bis
anhin alle stibchenférmigen. nicht sporenbildenden Spaltpilze umfalt
hatte. und teilte die Milchsdurestibchen nicht nur in mehrere Arten.
sondern auch in verschiedene Gattungen auf. Finzelheiten iiber den
Aufbau dieses Systems, welches im Bereiche der Molkereibakterio-
logie weitgehend Fingang und Verwendung gefunden hat, werden
wir an anderer Stelle unserer Arbeit folgen lassen.

Es ist eine lingst bekannte, aber viel zu wenig beriicksichtigte
Tatsache, daB Bakterien in kultureller, zellmorphologischer und phv-
siologischer Hinsicht Anderungen zeigen konnen. Englische und ame-
rikanische Forscher bezeichnen diese Erscheinung als Dissoziation *.
Darunter versteht man das bei Bakterien und anderen Mikroorga-
nismen zu beobachtende Vermogen, ihre Eigenschaften in einem ge-
wissen Umfange und mit einer gewissen Plotzlichkeit zu dndern.
Diese Dissoziationserscheinungen, und zwar besonders diejenigen auf
physiologischem Gebiete, verunmdglichen hiufiz die sichere Einord-
nung einer Bakterienart in das von Orla-Jensen aufgestellte

* nach Burri (9).



Klassifikationssystem, was viele Bakteriologen dazu bewegt, neben
anderen Griinden, von diesem Abstand zu nehmen. Burri (9),
Burriund Elser (13), sowie Burriund Kollmann (14) haben
in neuester Zeit ausgedehnte Untersuchungen iiber solche dissozia-
tive Vorgénge bei einigen Milchsdurebakterienarten durchgefiihrt und
dabei gezeigt, daB nach deren Kenntnis eine Bestimmung und Fin-
reihung nach dem Schema von Orla-Jensen oft mit groBerer
Sicherheit vorgenommen werden kann.

In Anbetracht, daB die Untersuchungen Thénis iiber Lab-
magen bis heute die einzigen von groBerem Umfange geblieben sind,
bei den anderen handelte es sich mehr nur um Tastversuche. schien
es uns der Mithe wert, auf diesem Gebiete erneut ausgedehntere,
dem heutigen Stande der Kenntnisse und Methoden angepaBte Fr-
hebungen vorzunehmen. Um die erforderliche Arbeit bewiltigen zu
konnen, muBten wir uns insofern eine Einschrinkung auferlegen,
als niemals alle Gattungen nach Orla-Jensen beriicksichtigt
werden konnten. Die Gattungen Tetracoccus, Betacoccus
tnd Microbacteriumwurden deshalb nicht in die Untersuchun-
gen einbezogen. Fin Hauptaugenmerk sollte dabei auf die sogenannte
Zuckerreihe nach Orla-Jensen gelegt werden. deren Ver-
wertbarkeit zu diagnostischen Zwecken noch vielfach umstritten
ist. Ferner soll diese Arbeit einen Beitrag zur Kenntnis der Milch-
sdurebakterienflora von frischen Kilberlabmagen leisten; zu diesem
Zwecke wurden neben 20 aus dem Handel bezogenen (10 polnischer,
10 schweizerischer Provenienz) auch 20 aus dem Schiachthof Zii-
rich von frisch geschlachteten Saugkilbern stammende Labmagen
einer ndheren Untersuchung unterworfen *.

ZusammengefaBt stellten sich fiir die vorliegenden Untersuchun-
gen folgende Probleme:

1. Welche Arten von Milchsdurebakterien lassen sich durch
direkte Kulturen einerseits und durch Anreicherungskulturen ander-
seits in gelagerten und in den von frisch geschlachteten Tieren ent-
hobenen Labmagen nachweisen?

2. Lassen sich die isolierten Milchsiurebakterien in das System
nach Orla-Jensen einreihen und welcher Wert fiir die Dia-

* Die Magen wurden uns in zuvorkommender Weise vom Chef der
Kuttlerei des Schlachthofes, Herrn Marquart, iiberlassen, wofiir jhin an
dieser Stelle der verbindlichste Dank ausgesprochen sei.
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enostik kommt dabei den einzelnen Merkmalen, besonders der
Zuckerreihe, zu?

3. Wieviele und welche Milchsiurebakterien lassen sich einer-
seits in frischen, anderseits in priparierten Labmagen auffinden?
Welche Arten gehen demzufolge anldBlich der Priparierung der fri-
schen Magen zu Handelsware zahlenmiBig zuriick oder ganz zu-
grunde?

4. Wie verhilt es sich mit der Dissoziation einiger isolierter
Milchsiurebakterienstimme? Sind auf Grund dieser Ergebnisse alle
Orla-Jensen’schen Spezies wirklich als selbstidndige Arten o-ler
sum Teil nurmehr als Varietiten zu betrachten?

Es ist mir ein Bediirfnis, an dieser Stelle meinem hochverehrten
Lehrer und Chef. Herrn Professor Dr. M. Diiggeli, fiir die
Uberlassung des Themas und das wohlwollende Interesse, welches
er meiner Arbeit stets entgegenbrachte, aufrichtig zu danken.

Ferner bin ich Herrn Dozent Dr. E. Zollikofer fiir seine
Anregungen und Ratschlige zu groBem Dank verpflichtet.

II. Die Gewinnung
der Milchsdurebakterien-Stimme

A. Gewinnung, Behandlung und Verarbeitung der Labmagen

Die frischen Magen wurden im Schlachthof unter Beachtung der
notigen VorsichtsmaBnahmen, daB keine Beriihrung mit Darminhalt
oder Blut stattfand, den Tieren entnommen, an beiden Fnden zu-
gebunden, in sterile Gliser verpackt und unmittelbar anschlieBend
im Laboratorium der bakteriologischen Untersuchung unterworfen.
Unter leichtem Druck wurde vorerst der Mageninhalt herausge-
streift, wobei wir darauf achteten, daB der sich zwischen den Falten
befindliche Magenschleim zuriickblieb. Kardia- und Pylorusdriisen-
zone wurden weggeschnitten, ebenso entfernten wir anbaftende Fett-
adern. Vom iibrig bleibenden Teil der Magen (Fundusdriisenzone),
welcher auch bei der Herrichtung zu Handelsware Verwendung fin-
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det, enthoben wir mit steriler Schere mehrere Teilstiicke und zer-
schnitten sie zu kleinen Schnitzeln. 20 g dieser Mittelprobe wiirden
in 200 cc sterilen Wassers mit einem Pistill gut bearbeitet. Diese
Suspension diente uns als Ausgangsverdiinnung (*/,) fiir die quanti-
tativen und zugleich qualitativen Untersuchungen.

Von den gelagerten. bereits gereinigten Labmagen gewannen
wir auf dieselbe Art und Weise Mittelproben. Davon wurden 2 g mit
20 cc sterilen Wassers ebenfalls zu einer Aufschwemmung verar-
beitet.

B. Die verwendeten Nihrsubstrate

Zur Isolierung und Reinziichtung der Milchsiurebakterien ver-
wendeten wir den auf Grundlage von Schotte (von Albumin durch
Sdurezusatz unter Erhitzen befreite Molke) hergestellten Pepton-
schottenagar mit % 9 Pepton «Witte». ¥ 9/y Pepton fiir bakterio-
logische Zwecke «Merck» (Kaseinpepton) und 1,5 %o Agar-Agar, der
ieweils auf ein pH von 6.8 eingestellt wurde. Daneben fand auch
gewohnlicher Fleischwasseragar (Nihragar) mit gleicher Stickstoff-
auelle und gleichem pH Verwendung.

Um bei der Isolierung den Verlust von Stimmen zu vermeiden.
wurden diese jeweils sofort, noch bevor sie sicher rein waren, auf
Schrigagar nach Demont und Dorner (20) verimpit.

Die verwendete sterile Magermilch war jeweilen bei 0.6 Atil
Uberdruck im Autoklaven keimfrei gemacht worden. Fiir die einzel-
nen Untersuchungsserien wurde immer Milch gleichen Gewinnungs-
datums gebraucht.

Die beniitzte Lakmusmilch enthielt pro Liter Magermilch 10 cc
einer 06-%vigen wisserigen Lakmusldsung.

Zur Anreicherung der Milchsiurebakterien sowie zu zellmorpho-
Ingischen Studien leistete Peptonschotte (Schotte mit 1 %0 Pepton),
in gewissen Fillen Hefeextrakt gute Dienste. Letzterer wurde so
gewonnen. dal entbitterte Brauereihefe in Flaschen gepreBt. ver-
schlossen und zu 50 © C gestellt wurde. Nach beendigter Autolyse,
d.h. nach 1—2 Tagen wurde filtriert. Das saure Filtrat enthielt bis
2 %o Stickstoff. Zur Gewinnung der Kulturiliissigkeit verdiinnten wir
mit Leitungswasser, bis die Lésung einen Stickstoffgehalt von 0.5 %/o
aufwies.

Um die Stimme auf ihr Verhalten gegeniiber der Zuckerreihe
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nach Orla-Jensen zu priifen, verwendeten wir die von Kar -
nicki und Dorner (. c. p. 1080) aufgefiihrte Grundnihriosung,
welche auf Fleischabsud aufbaut, dem 1 %o Pepton «Witte», 1 %o
Pepton fiir bakteriologische Zwecke «Merck» (Kaseinpepton) und
Y, 99 Hefeextrakt «Difco» * zugefiigt werden. hach erfolgter Fil-
tration wird auf pH 6,8 eingestellt, der gewiinschte Zucker resp.
Alkohol zugesetzt, in Reagiergliser abgefiillt und fraktioniert steri-
lisiert. Weil wir es im Falle der Milchsidurelangstibchen zum Teil
mit sehr kriaftigen Siurebildnern zu tun hatten, wurden die Zucker
in 2-%igen Losungen verwendet, zudem ist dies nmach den Unter-
suchungen Orla-Jensens ungefihr die optimale Konzentration.
Wir sahen von einer Entzuckerung des Fleischabsudes durch Bac -
terium coli oder Bickereihefe ab, weil bekanntlich Bakterien
bei Anwesenheit von Spuren vergirbarer Zuckerarten hiufig Stoffe
angreifen, welche sonst nicht oder nur unbedeutend zersetzt werden
koénnen. Um den Organismen moglichst optimale Verhiltnisse zu
bieten, schien es uns auBerdem vorteilhafter, ihnen ein Nahrsubstrat
zur Verfiigung zu stellen, welches nicht schon durch Stoffwechsel-
produkte anderer Mikroorganismen verunreinigt war.

Zur Aufbewahrung unserer Stimme verwendeten wir neben
sterilisierter Magermilch den von Orla-Jensen (l.c. p.6) fir
seine sich iiber mehrere Jahre erstreckenden Untersuchungen ge-
brauchten Kaseinagar. 100 g zuckerfreies Saurekasein werden wih-
rend einer Woche bei 37 © in einem Liter Wasser, enthaltend 0,46 %/o
Salzsiure (nicht wie in der Originalarbeit a:gegeben 4,6 °/o!) und 2 g
Pepsin verdaut. Die Losung enthdlt nach erfolgter Neutralisation,
Filtration und Sterilisation ungefihr 1 %o Stickstoff und 1,2 %o
Kochsalz. Sie wird so weit verdiinnt, dafl der fertige Agar einen
N-gehalt von 0,5 %o aufweist. Zur Erhohung der Pufferung des Néhr-
bodens werden noch 0,2 % Dikaliumphosphat und 0,1 °/v Magnesium-
sulfat zugesetzt. Wir fiigten ferner 0,5 °/ Kochsalz und 0,25 %o
Glucose zu; letztere fordert das Wachstum ganz erheblich, ohne dafl
eine Schiadigung der Bakterien durch die gebildete Milchsiure zu
befiirchten wire, denn diese diffundiert vom Stichkanal weg in den
Agar hinein und auBerdem ist der Ndhrboden ja gut gepuffert. Die
Versteifung erfolgt mit 1.5 %0 Agar-Agar; das pH soll 7,0 betragen.

# Hersteller: Difco Laboratories, 920 Henry Street, Detroit, Michigan,
U.S.A.

13



Hin und wieder zogen wir auch die von Baumann (4) er-
wahnte Elektivnahrlosung fiir Streptobakterien heran. Da diese zu
Anreicherungszwecken gute Dienste leisten kann, sei ihre Zusam-
mensetzung kurz wiedergegeben:

2 % Hefeextrakt,
1 % Maltose,
ad 100 ®/¢ Leitungswasser.
Mit Salzsidure auf pH 4,0 einstellen.

C. Isolierung und Reinziichtung

Um moglichst aller in den Magen sich befindlichen Milchsiure-
bakterien habhaft zu werden, kamen mehrere Kulturen zur Anwen-
dung. Zum direkten Nachweis legten wir quantitative GuBkulturen
von Nihragar und Peptonschottenagar, sowie Verdiinnungsreihen
auf Peptonschottenagar in hoher Schichtkultur an, die einerseits bei
30 °, anderseits bei 37 ° bebriitet wurden. Auf diesem direkten
Wege konnten in den Labmagen, insbesondere denen des Handels,
nur eine bescheidene Anzahl von Milchsiurebakterien gefunden
werden. Um auch die zahlenmiBig schwach vertretenen Arten iso-
lieren zu koénnen, muBte daher zuerst eine Anreicherung derselben
vorgenommen werden. Zu diesem Zwecke gaben wir Magenschnit-
zel in Stutzerflischchen, enthaltend ca. 250 cc Schotte mit einem
pH von 5,2 resp. 6,6, welche bei 30, 37 und 42 ° aufgestellt wurden.
Ferner legten wir, ausgehend von der unter A. erwiithnten Ausgangs-
aufschwemmung, Verdiinnungsreihen in Peptonschotte mit verschie-
denen pH-Werten an, die ebenfalls bei den oben erwihnten Tempe-
raturen bebriitet wurden. Von diesen Kulturen zeigte in der Folge
fast jedes Glischen schon bei der mikroskopischen Priifung ein
anderes Bild, indem in tieferen Verdiinnungen ausschlieBlich oder
vorwiegend Stidbchen, in den mittleren neben diesen auch Strepto-
kokken und in den hochsten immer nur Kugelketten zu beobachten
waren. Zur Isolierung der in diesen Anreicherungskulturen zur Ent-
wicklung gelangten Milchsiurebakterien bedienten wir uns der qua-
litativen Ausstrichkulturen nach Burri auf Peptonschottenagar,
aerob und unter dem anaeroben Verschlu nach Wright-Burri
mod. von Ritter und Dorner (56), die einerseits zu 30, ander-
seits zu 37 ° gestellt wurden.
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Von jedem auftretenden Kolonietyp wurden 3—4 einzeln lie-
gende Kolonien auf sterile Magermilch, Schrigagar nach Demont
und Dorner sowie in Peptonschottenagar hohe Schichtkulturen
iiberimpft; durch diese dreifache Uberimpfung sollten eventuelle
Verluste vermieden werden. Die auf diese Weise isolierten Stimme
wurden zur sicheren Reinziichtung solange durch hohe Schichten
oder Ausstrichkulturen geschickt, bis sie kulturell das Aussehen
von Reinkulturen zeigten. In den meisten Féllen war dies nach der
ersten oder zweiten Passage der Fall; dagegen zeigte sich bei vie-
len Stimmen, daB sie auch nach mehreren Passagen kulturell noch
uneinheitlich aussahen, indem zwei oder mehr Kolonietypen neben
einander auftraten. Stellten sich solche voneinander abweichende
Dissoziationsformen ein, denn es handelte sich zweifelsohne um die-
ses Phinomen, so bildeten wir aus jedem Kolonietyp einen Stamm.
Bei ausgedehnterer Untersuchung, d.h. bei der Bestimmung meh-
rerer anderer Merkmale erwiesen sich solche Polymorphismus-
stimme immer als identisch.

D. Aufbewahrung der Stimme

Nach erfolgter Reinziichtung wurden die Stimme zur weiteren
Aufbewahrung in sterile Magermilch geimpft; diejenigen, welche
diese nicht zu koagulieren vermochten, ziichteten wir auf Schrig-
agar weiter, unter Einschaltung einer Passage in Glucosebouillon
bei jeder zweiten Uberimpfung. Die in Milch aufbewahrten Stimme
wurden alle 10 Tage wieder in frische Magermilch iibertragen. Es
ist eine bekannte Erscheinung, daB bei dieser Ubertragung die Ver-
wendung kleiner Impfmengen zur Degeneration der Milchsiurebak-
terien fiihrt; deshalb entnahmen wir den geronnenen Milchen mit-
tels steriler Pipette ca. 1 cc und lieBen diesen auf den Grund des
neuen Aufbewahrungsglases ausflieBen; auf diese Art blieb die Vita-
litiit unserer Stimme mit wenigen Ausnahmen erhalten. Da infolge
der Generalmobilmachung eine regelmifBige Weiterimpfung nicht
mehr sichergestellt werden konnte, verimpften wir im August 1939
alle Stimme auf den von Orla-Jensen zum gleichen Zwecke
verwendeten Kaseinagar in Form von Stichkulturen. Hier wurde
eine Weiteriibertragung nur alle 4—6 Wochen vorgenommen, wo-
durch wihrend einer iiber mehr als zwei Jahre sich erstreckenden
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Aufbewahrungsdauer nur einige wenige Stimme (hauptsichlich S c.
thermophilus) geschwicht wurden oder ginzlich eingingen.
Aufbewahrt wurden diese Kulturen immer bei Temperaturen zwi-
schen 14 und 18 °, nachdem sie jeweilen bis zum sichtbaren An-
wachsen bei 30 ° resp. 37 ° gestanden hatten.

1lIl. Bestimmung der Artzugehdrigkeit
der isolierten Stamme

A. Allgemeines zur Bestimmung von Bakterien

Das Charakteristikum einer Bakterienart stellt die Gesamtheit
verschiedenster Eigenschaften dar, deren Wertigkeit zu diagno-
stischen Zwecken von den einzelnen Forschern zu verschiedenen
Zeitepochen bis in die Gegenwart nicht gleich eingeschitzt wurde.
Der eine schwort auf die Zuverldssigkeit eines bestimmten Merk-
mals, der andere sieht dasselbe als fiir die Bestimmung unbrauchbar
an. Das schwierigste ist meistens, bei einem Stamm festzustellen,
welche Eigenchaften stabil und welche schwankend sind, und be-
sonders bei den letzteren, in welchen Grenzen sich die Schwankun-
gen bewegen. In dieser Schwierigkeit ist auch der Hauptgrund des
unbefriedigenden Standes der Bakteriensystematik zu suchen.

Bei unseren Untersuchungen wollten wir nicht dem Fehler ver-
fallen, zum vornherein einem bestimmten Merkmal oder Figenschaf-
tenkomplex die Hauptwertigkeit zuzumessen. Die Hiufigkeit der
einzelnen Erscheinungen sollte vermerkt und danach der Wert einer
Figenschaft zu diagnostischen Zwecken beurteilt werden.

Die Bestimmung der Art der isolierten Milchsdurebakterien
nahmen wir an Hand der folgenden Merkmale vor:

a) des Koloniebildes,

b) des mikroskopischen Aussehens der Organismen in fliissigen
und auf festen Ndhrsubstraten,

c) der Optimaltemperatur,

d) des Verhaltens in Milch (Sduerungsintensitit und Siuerungs-
geschwindigkeit, maximale Siuerungstemperatur),
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e) der Lakmusmilchprobe (nur bei Streptokokken),
f) der Volutinbildung (nur bei den Langstdbchen),

g) der )Nadelstichprobe (bei Streptobakterien und Betabakte-
rien),

h) der Zuckerreihe,
i) des Kaseinabbauvermogens.

a) Das Koloniebild

Durch die Beobachtung, da die kulturellen Figenschaften, unter
anderen auch die Kolonieform, groBen Schwankungen unterworfen
sind, ohne dafB} irgendwelche Ursachen festgestellt werden konnten
(siche z.B. die Angaben von Burri und Kollmann fir Tbm.
lactis [l c.p.415]), sind viele Bakteriologen dazu gekommen, die-
sen Merkmalen fiir die Diagnostik keine groBe Bedeutung beizumes-
sen. Trotzdem erachteten wir es als nicht iiberfliissig, auch dem
Aussehen der Kolonien unser Augenmerk zu schenken. Zu diesem
Studium verwendeten wir qualitative Ausstriche nach Burri auf
Peptonschotten- und Nihragar, sowohl bei 30 als auch bei 37°
bebriitet, einerseits aerob und anderseits anaerob verschlossen.
Um einzeln liegende, einander nicht stérende Kolonien zu erhalten,
gingen wir so vor, daB wir einen Tropfen einer 24 Stunden alten
Milchkultur, resp. Glucosebouillonkultur bei den Betabakterien, in
einem Rohrchen sterilen Wassers aufschwemmten und daraus eine
Platindse auf zwei gut angetrocknete Agarstriche ausstrichen.

b) Das mikroskopische Aussehen

Frither glaubte man, in den genauen Lingen- und BreitenmaBen
sowie in der exakten Beschreibung der Form der einzelnen Bakte-
rienzelle untriigliche Artmerkmale zu besitzen. Auch diese morpho-
logischen Eigenschaften zeigen aber die gleiche Variabilitit wie das
Koloniebild. Es ist deshalb nicht verwunderlich, daB dieses Merk-
mal immer mehr vernachlissigt wurde, ja hiufig der vollstindigen
Vergessenheit anheimfiel. Um uns diesbeziiglich ein Bild von der
Dissoziationsbreite unserer Stimme machen zu koénnen, unterzogen
wir den groBten Teil unserer Milchsiurebakterienstimme einer ein-
gehenden mikroskopischen Priifung. Das Ausgangsmaterial hierzu
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lieferten uns einerseits die Kolonien auf den unter a) erwihnten
Nihrboden, anderseits Peptonschotte und INdhrbouillon, in einigen
Fillen Hefeautolysat. Bei derartigen Angaben muf} natiirlich immer,
wie iibrigens auch bei der Beschreibung der Kolonien, Art und Be-
briitungszeit der verwendeten Kulturen vermerkt werden. Wo in
unseren Ausfithrungen diese Vermerke fehlen, dienten zur Bestim-
mung des Koloniebildes 4—5 Tage lang bebriitete Kulturen, welche
im selben Zeitpunkte auch zur Beschreibung der mikroskopischen
Morphologie verarbeitet wurden, wihrend die Mikroskopierung der
Néahriliissigkeiten nach einer Bebriitungszeit von 24, hochsten 36
Stunden erfolgte.

c) Die Optimaltemperatur

Die meisten Bakteriologen, die sich mit Milchsdurebakterien be-
schéftigen, bestimmen fiir Milch koagulierende Arten oder Stimme
die Optimaltemperatur an Hand der Gerinnungszeit von Milch; die-
jenige Temperatur, bei welcher die Milch zuerst dick gelegt wird,
sprechen sie als optimalen Wirmegrad fiir den betreffenden Orga-
nismus an. Wir kénnen uns mit dieser Methode nicht einverstanden
erkldren, denn unter der Optimaltemperatur versteht man doch all-
gemein diejenige Temperatur, bei der die intensivste Bakterienver-
mehrung stattfindet und nicht diejenige, bei der irgend eine Stoff-
umsetzung am ausgesprochensten ist. So liegen zum Beispiel die
Optima fiir die Sduerung von Milch meisten etwas, fiir den Kasein-
abbau betrichtlich unterhalb der Optimaltemperatur, weil eben die
einzelnen, diese Stoffumsetzungen bewirkenden Enzyme verschie-
dene optimale Temperaturen aufweisen. Es ist allgemein bekannt,
daB Milch bei ansteigender Temperatur durch abnehmende Mengen
von Sdure innerhalb derselben Zeit zur Gerinnung gebracht wird;
kraft dieses Umstandes ist es allerdings hiufig der Fall, daB man
mit Hilfe der Gerinnungsmethode auf die Optimaltemperatur stoBen
wird. DaBl sie aber ganz unrichtige Ergebnisse zeitigen kann, zeigt
sich z. B. bei der rasch siuernden Art Thermobacterium
lactis, indem in diesem Falle die Milch oft bei mehreren Tem-
peraturen zugleich dickgelegt wird (z. B. bei 37—48 °), ohne daB
alle diese Wiarmegrade fiir die Zellvermehrung gleich giinstig wiren.
Vielleicht am offensichtlichsten wird der Trugschlu bei den Beta-
bakterien, von denen die Mehrzahl die Milch, wenn schon, dann nur
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bei 42 ° dicklegen kann; nur ganz vereinzelte Stimme zeigen aber
bei dieser Temperatur die lebhaiteste Vermehrung. Deshalb haben
wir bei unseren Bestimmungen auf den Triibungsgrad von Glucose-
bouillon abgestellt. Die Priifungen miissen bei dieser Methode rela-
tiv friih, nach 8, 16, 24 und 48 Stunden vorgenommen werden, weil
spiter eintretende Sedimentation der Bakterien und durch die ge-
bildete Sidure bedingte Ausflockungen im Nidhrsubstrat den nephelo-
metrischen Vergleich zwischen den verschiedenen Temperaturen
verunmoglichen. Infolge der beschriankten Anzahl der zur Verliigung
stehenden Brutriume und Thermostaten erstreckten sich unsere
Untersuchungen nur auf die Temperaturen von 20, 30, 37, 42, 45
und 48 ° C.

d) Das Verhalten in Milch
bei verschiedenen Bebriitungstemperaturen

Das Wachstum und die Stoffumssetungen der Milchsdurebak-
terien in Milch und deren dadurch bewirkte Verinderung sind nicht
nur fiir die Praxis von Wichtigkeit und Interesse, sondern kdnnen
auch fiir diagnostische Zwecke wertvolle Merkmale darstellen. Die
Gerinnungszeit von Milch, welche AufschluB gibt iiber die Geschwin-
digkeit des Sduerungsverlaufes, ist haufig das zuverldssigste Kri-
terium fiir die Beurteilung der Vitalitit eines Stammes. lire Kennt-
nis kann wie die der Sduerungsintensitiit fiir die Artenbestimmung
wertvoll sein. Eine besondere Bedeutung fiir die Diagnostik kommt
in vielen Fillen der maximalen Siuerungstemperatur zu. Wir ver-
stehen darunter die hochste Temperatur, bei welcher von emem
Organismus in Milch noch Siure gebildet werden kann. Der Begriff
ist also nicht identisch mit Maximaltemperatur, worunter man be-
kanntlich den hochsten, Wachstum gerade noch zulassenden Wirme-
grad versteht. Zur Bestimmung der letzteren standen uns nicht ge-
niigend Thermostaten zur Verfiigung. Die maximale Sduerungstem-
peratur ist bisweilen die am meisten geeignete Eigenschaft, zwei
Arten von Milchsiurebakterien voneinander zu unterscheiden und
besagt in der Regel ebenso viel, wenn nicht mehr als die in einer
bestimmten Zeit gebildete Hochstsduremenge.

Zur Untersuchurnig dieser Vorginge wurden Reagiergldser, ent-
haltend 10 cc sterilisierte Magermilch, mit 0,1 cc einer 24stiindigen
Bouillon- oder Peptonschottenkultur geimpft und zu den unter c)
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aufgefiihrten Temperaturen gestellt. Nach 14tigiger Bebriitung wurde
der Inhalt der Rohrchen mit n/10 Natronlauge auf Phenolphtalein
titriert und die gebildete Sduremenge in %o umgerechnet.

In Milch wird gewohnlich noch eine weitere Eigenschaft be-
stimmt, ndmlich die Art der gebildeten Milchsiure. Da diese aber
zufolge der relativ komplizierten Methodik nicht zu den auf einfache
Weise bestimmbaren Merkmalen gerechnet werden kann und des-
halb bei unserer groBen Zahl von Stimmen nicht hidtte durchgefiihrt
werden konnen, haben wir sie bei unseren Untersuchungen nicht
beriicksichtigt. Wir glaubten dies umso eher tun zu diirfen, als die
Studien Kantardjieffs (Lc.), Neubergs und Simons (49)
u. a. gezeigl haben, dafl dieses Merkmal nicht arttypisch ist, sondern
vom jeweiligen Zustande eines Stammes abhingt, was iibrigens zum
Teil bereits aus den Tabellen in Orla-Jensens Originalarbeit
hervorgeht.

e) Die Lakmusmilchprobe

Bitterund Buchholz (7), Heim (27), sowie Rudolf (59)
glaubten, im Ausfall der Lakmusmilchprobe ein fiir Streptococ-
cus lactis typisches Merkmal gefunden zu haben. Demeters
Untersuchungen (17), wie auch diejenigen Baumanns (L c.) lassen
jedoch erkennen, dafl eine bestimmte Verdnderung der Lakmusmilch
weder fiir Streptococcus lactis noch irgend eine andere
Streptokokkenart charakteristisch ist, indem ein und derselbe Stainm
einmal eine pseudotypische und dann plotzlich eine typische Re-
aktion ergeben kann. Auch Keitel (33) kam zum Ergebnis, daB
der typische Ausfall dieser Probe fiir Streptococcus lactis
nicht beweisend ist.

Nach Demeter kann die Lakmusmilch wie folgt verdndert

werden:

1. typisch, der blaue Farbstoff wird zuerst reduziert (Milch
farblos), darauf erfolgt Gerinnnung und anschlieBend Rétung
der Milch von oben nach unten (Reoxydation des Farbstoffs).

2. pseudotypisch, Rétung der Milch, dann Gerinnung und
schlieBlich Reduktion des roten Lakmus von unten nach oben.

3. negativ, nur Rétung der Milch ohne nachfolgende Gerin-
nung,

Bei der Angabe der Priifungsergebnisse werden wir uns an
diese Nomenklatur halten.
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f) Der Volutinnachweis

Die Milchsiurelangstibchen zeigen im Innern threr Zellen bis-
weilen metachromatische Kornchen, sogenanntes Volutin. Da dieses
die gleiche Firbbarkeit zeigt wie die Einschliisse der Diphterie-
bazillen, nimmt Wik ullich (68) an, daB auch bei den Milchsdure-
bakterien aus Nucleinsiure aufgebaute Kdrperchen vorliegen. Die-
ses Volutinbildungsvermogen wurde von einzelnen Autoren auch
schon zu diagnostischen Zwecken verwendet. So unterscheidet z. B.
Kleeberg (35 zwischen einem Thermobacterium bul-
garicum mit und einem ohne Kornchen, wobei sich die eine Form
nie in die andere iiberfiihren lassen soll; zudem ergeben nach ihm
nur die Kornchenorganismen echten Joghurt.

Es sei nur nebenbei erwihnt, daB Rudakow (57) diese Ein-
schliisse sogar als Gonidien ansieht, aus denen er bei Thermo -
bacterium helveticum das Aussprossen der jungen Zellen
beobachtet haben will. Spiter sieht dann derselbe Autor (58) in den
«Nucleotiden» des Volutins Zwischenprodukte fiir die Milchsdurc-
bildung.

Wir verfolgten deshalb das Auftreten dieses Volutinbildungs-
vermogens bei den Thermobakterien etwas niher. Zum Nachweis
dieser metachromatischen Kérnchen wurden Ausstrichpréparate aus
wihrend 24--36 Stunden bebriiteten Milchkulturen hergestellt und
mit Methylenblau nach L& ffler (43) gefirbt.

¢) Die Nadelstichprobe

Zwischen den echten Milchsiurebakterien, welche auBier Milch-
sdure nur Spuren anderer Stoffwechselprodukte bilden und den un-
echten (Coli-Aerogenesbakterien), die in der Hauptsache nicht Milch-
sidure, sondern andere Zersetzungsprodukte aus Kohlehydraten her-
vorbringen wie CO,, H,, Essig-, Bernstein- und andere Sduren, gibt
es in Form der Orla-Jensenschen Gattungen Betacoccus
und Betabacterium Ubergangsformen, die neben Milchsiure
hemerkenswerte Mengen von CO,, Essig-, Bernstein- und anderen
Siuren produzieren. Die Priifung auf Gasbildung gestattet bei posi-
tivem Ausfall, was bei frisch isolierten Stimmen in der Regel der
Fall ist, diese Gas bildenden Milchsdurebakterien in die Gattung
Betacoccusresp. Betabacterium einzureihen. Zur Priifung
unserer Stimme auf ihr Gasbildungsvermogen verwendeten wir die

21



Nadelstichprobe nach Biirri und Staub (15), welche mit einfach-
sten Mitteln gestattet. mit Hilfe von Peptonschottenagar- oder Zuk-
keragar-Schiittelkulturen auf diese Fihigkeit zu priifen.

Zu diesem Zwecke wird mit nicht zu dicker Platinnadel in 1—2 mm FEnt-
fernung von der Glaswandung parallel zu dieser bis in die Tiefe des Nihr-
hodenzyvlinders gestochen. Unmittelbar oder kurze Zeit nach dem Herauszie-
Len der Nadel zeigen sich im Stichkanal kleinere oder oroBere Gasblischen,
die unter Umsténden derart anwachsen, daR es zu einer Spaltung des Nahr-
bodens kommt. Offenbar bewirkt die durch diese Maninulation bedinete Ver-
dnderung der Druckverbiltnisse in der gleichmiBicen Gallertmasse eine Fnt-
bindung der Gase, mit welchen der Nihrboden iibersittict war. Die verwen-
dete Nadel darf auf keinen Fall verkriimmt sein und muB mit ruhiger Hand
cefithrt werden. damit man nicht Gefahr 14uft, auf rein mechanischem Wege
erzeugte Risse und Kliifte mit Gasspalten zu verwechseln.

h) Die sogenannte «Zuckerreihe»

In den Abschnitten a) und b) haben wir kurz dargelegt. wie und
weshalb im Laufe der Zeit die kulturellen und zellmorphologischen
Figenschaften der Bakterien zu Klassifikationszwecken an Bedeu-
tung einbiifiten und dafiir immer mehr Gewicht auf die physiologi-
schen Merkmale gelegt wurde,

Orla-Jensen hat in Anlehnung an diese Stromung in seinem
schon ofters zitierten Standardwerk iiber die Milchsiurebakterien
den Girungsleistungen dieser Mikroorganismen eine besondere Stel-
lung eingerdumt. Bei den physiologischen Leistungen hat man zwi-
schen der Einwirkung der Mikroorganismen auf stickstoffhaltige
Substanzen einerseits (FiweiBe und #hnliche Stoffe) und stickstoff-
freie anderseits (Kohlehydrate, Alkohole u. a.) zu unterscheiden. Die
Verwendung letzterer zu diagnostischen Zwecken wurde vom er-
wéhnten Autor in ein System gebracht. welches in der Priifung der
zu bestimmenden Milchsiurebakterienart auf jhr Verhalten gegen-
iiber verschiedenen stickstofffreien Substanzen besteht. von denen
die meisten Zucker oder hdhere Alkohole darstellen. Diese soge-
nannte «Zuckerreihes nach Orla-Jensen umfaBt folgende 18
stickstofffreien Stoffe:

1. Glycerin 7. Fructose 13. Lactose
2. Xylose 8. Glucose 14. Raffinose
3. Arabinose 9. Mannose 15. Inulin

4. Rhamnose 10. Galactose 16. Dextrin
5. Sorbit 11. Saccharose 17. Stirke
6. Mannit 12. Maltose 18. Salicin



Obwohl verschiedene Autoren darauf hinweisen, daf auf die
vier Hexosen Fructose, Glucose. Mannose und Galactose nicht ge-
priift werden muB, da sie in der Regel von allen Milchsiurebakterien
kriftie angegriffen werden, untersuchten wir trotzdem auch die Ver-
ghrung dieser Zucker. um eine eventuelle Bevorzugung des einen
oder anderen feststellen zu konnen,

Inbezug auf die Technik ist zu bemerken, daB die Zucker- und
Grundnihrlosungen in Reagiergliser zu je 10 cc abgefiillt, mit je
einem Tropfen einer 24stiindigen Bouillon- bezw. Peptonschotten-
kultur geimpft wurden. Die 14 Tage umfassende Bebriitung erfolgte
fiir die thermophilen Arten bei 37 °, fiir alle iibrigen bei 30° C. Um
bei solchen Experimenten vergleichbare Resultate zu erhalten, miis-
sen sie alle unter den genau gleichen Bedingungen vorgenommen
werden. deshalb kam bei jeder Serie von zu priifenden Stimmen
rur Nihrlosung gleichen Herstellungsdatums zur Anwendung. Als
MaB fiir die Intensitit, mit der ein Zucker angegriffen wurde, be-
stimmten wir die pH-Frniederigung im Nihrsubstrat. Diese ergibt
sich aus der Differenz zwischen der Wasserstoffionenkonzentration
des ungeimpften. aber mitbebriiteten Rohrchens eines Zuckers und
derienigen des geimpften. wobei vom erhaltenen Resultat eine even-
tuelle Sduerung der ebenfalls geimpften und bebriiteten Grundnéhr-
16sung in Abzug zu bringen ist. Die pH-Messungen wurden mit Hilfe
des Jonometers nach Lautenschliger ausgefiihrt.

Die Freebnisse werden wir nur ausnahmsweise in Form von
Tabellen darstellen. welche die pH-Frniedrigungen wertmifig ent-
halten. sondern das von Burri (L.c) vorgeschlagene Symbol
verwenden. Das qualitative Resultat der Priifung wird dabei dnrch
die Nummer der vergorenen Substanz. die ihr gemiB der Reihen-
folge in der «Zuckerreihe» nach Orla-Jensen zukommt, ausge-
driickt. Als MaB der Intensitit der Vergirung werden drei Grade
unterschieden. indem Fettdruck kriftige. normaler Druck mittel-
starke und eingeklammerte Ziffern schwache Zersetzung der betref-
fenden Substanzen bedeuten. So wire z. B. das Girungssvmbol
7 8 (© 10 11 12 13 (16) derart auszulegen, daB von den
in der «Zuckerreihe» enthaltenen Substanzen die Nummern 7 (Fruc-
tose). 8 (Glucose). 11 (Saccharose). 12 (Maltose) und 13 (Lactose)
kriftig. 10 (Galactose) mittelstark, 9 (Mannose) und 16 (Dextrin)
schwach angegriffen wurden.

Bei unseren Studien iiber die girungsphysiologische Dissozia-
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tion bestimmten wir aus Griinden der Material- und Arbeitserspar-
nis die Aziditdtsinderungen bei den letzten Untersuchungsserien
zum Teil auf eine etwas andere Art. Verwendung fand wiederum
die gleiche Grundnihrlésung, die jedoch nach Zusatz der einzelnen
Zucker auf ein pH von 6,0 eingestellt und mit einem Indikatoren-
gemisch von Bromkresolpurpur und Bromkresolgriin versetzt
wurde *). Die derart zubereiteten Zuckerlésungen wurden in Por-
tionen von 5 cc verwendet. Der Farbton verindert sich mit zuneh-
mender Sduerung von purpur iiber griin nach gelb. Auch bei dieser
Methode wurden wiederum die drei Grade der Vergirungsintensitit
unterschieden. '

i) Das Kaseinabbauvermdgen

Da fiir die Bestimmung der Milchsiurebakterien nach Orla-
Jensen das Kaseinabbauvermégen fiir einzelne Arten eine aus-
schlaggebende Rolle spielt, priiften wir eine groBe Zah! unserer
Stimme auf diese Fahigkeit, indem wir sie in kleine, 40 cc Mager-
milch und 6 %o Kreide enthaltende Frlenmeyerkélbchen impften und
wiihrend eines Monats bei 30 ° bebriiteten. Nach Fillung der unlés-
lichen Stickstoffverbindungen durch Erhitzen und Zusatz von etwas
Essigsdure bestimmten wir nach Kjeldahl (34) im Filtrat den 16s-
lichen Stickstoff. Aus der Ditferenz mit einer ungeimpften, aber mit-
bebriiteten Kontrollprobe ergab sich die durch bakterielle Tiatigkeit
bedingte Vermehrung des wasserlgslichen Stickstoffs, die in %o des
Gesamtstickstoffgehaltes der verwendeten Magermilch umgerechnet
wurde.

B. Die isolierten Streptokokken

Die Untersuchung unserer isolierten Streptokokken erstreckte
sich auf die Bestimmung der Kolonieform, des mikroskopischen Aus-
sehens, der Optimaltemperatur, des Verhaltens in gewdshnlicher Ma-

* Pro Liter Nihrlosung wurden von beiden Farbstofien je 17,5 cc von
1 %oigen wisserigen Losungen zugefiigt.

Herstellung der Indikatoriésungen: 0,5 ¢ Bromkresol
purpur resp. Bromkresolgriin werden in einer Reibschale fein zerrieben und
mit 6 cc n/4 Natronlauge gut vermischt. Unter kraftigem Schiitteln werden
allméahlich 500 cc Wasser zugefiigt.
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germilch und Lakmusmilch, zum Teil des Kaseinabbauvermogens
und vor allem des Verhaltens gegeniiber der «Zuckerreihe» nach
Otrla-Jensen. Letztere wurde in der vorliegenden Arbeit in den
Vordergrund geriickt, nicht weil wir ihr fiir die Diagnostik zum vorn-
herein einen iiberragenden Wert beimaBen, sondern weil dieser zum
Teil auch heute noch umstritten ist. Aus der Konstanz dieses Merk-
mals konnte auf dessen Wert zu Bestimmungszwecken geschlossen
werden. Zudem sollte untersucht werden, ob eine Aufteilung unserer
Stimme in die von O rla-Jensen aufgestellten Arten auch ohne
Kenntnis dieser Figenschaft, deren Bestimmung nicht zu den ein-
fachen gezihlt werden kann, moglich gewesen wire.

Die Vertreter der Gattung Streptococcus Orla-Jen-
<en bilden immer d-Milchsiure, wachsen gut in Milch, nicht so gut
oder sogar schlecht in Hefeextrakt. Streptococcus pyoge-
nes, von dem gewdhnlich einige Stimme Lactose nicht vergiren,
gedeiht indessen schlecht in Milch. In der Regel teilen sie sich nur
in der Richtung der Ebene.

Die von Orla-Jensen in drei Gruppen unterteilten 10 Arten
zeigen die folgenden hauptsichlichsten Unterscheidungsmerkmale:

a) Meist kiirzere oder lingere Ketten. Nie Pentosenvergédrung.

Sc*thermophilus: vergirt Saccharose, aber nicht Maltose, Dex-
trin und Salicin. Greift Kasein nicht an. Ma-
ximaltemperatur 45—50 © C.

Sc.cremoris: vergirt weder Saccharose noch Maltose und
Dextrin, hiufig auch Salicin nicht. In der Re-
gel Kaseinabbau. Maximaltemperatur 35 bis

38°C.
Sc.mastitidis: vergirt Saccharose, Maltose, Dextrin, Stirke
und Salicin. Greift Kasein nicht an.
Sc.pyvogenes: vergiirt Saccharose, Maltose, Dextrin und

Salicin, oft auch Stirke. Bringt die Milch
nicht zum Gerinnen.

b) Sowohl Diplokokken als auch lingere Ketten. Meistens Pentosenvergi-
rung. Vergiren immer Maltose, Dextrin und Salicin, in der Regel auch
Saccharose. Maximaltemperatur 45 © C.

Sc.liguefaciens: vergirt Sorbit und Glycerin. Kaseinabbau;
verfliissigt Gelatine.
* Abkiirzung fiir Streptococcus, die wir in der Folge immer verwenden
werden.
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Sc.glycerinaceus: vergirt Sorbit und Glycerin. Kein Kaseinab-
bau; verfliissigt Gelatine nicht.

Sc.inulinaceus: vergirt Raffinose und Inulin, oft Stirke und
Xylose. Greift Kasein nicht an.
Sc.bovis: Vergirt als Regel Raffinose, Inulin, Stirke

und Arabinose. Baut Kasein ab. Wichst nicht
unterhalb 22 ° C.

~) Meist Diplokokken. Vergiren immer Maltose, Dextrin und Salicin, mei-

stens auch Pentosen.

Sc.faecinm: vergidrt immer Arabinose, in der Regel auch
Saccharose, hiufig Rhamnose und Raffinose.
Baut Kasein nicht ab. Maximaltemperatur
50° C.

Sc.lactis: vergért nie Saccharose, Raffinose oder Rham-
nose. Haufig Kaseinabbau. Maximaltempera-
tur in der Regel 38—40° C.

Die von uns isolierten 181 Stimme von Streptokokken lieBen
sich wie folgt in die verschiedenen Arten aufteilen:

Sc.thermophilus 56 Stimme
Sc.lactis 36 Stimme
Sc.faecium 59 Stdmme
Sc.glycerinaceus 27 Stimme
Sc.inulinaceus 3 Stdmme

In den folgenden Abschnitten sollen die Befunde bei den einzel-
nen Arten einer niheren Betrachtung unterzogen werden. Um den
Zusammenhang der verschiedenen Nomenklaturen mit derjenigen
nach Orla-Jensen herzustellen, werden wir bei jeder Spezies,
auch bei den in spiteren Kapiteln aufgefithrten Milchsiurestibchen,
eine Ubersicht iiber die verschiedenen Synonyme geben; teils han-
delt es sich dabei um iltere, teils um besonders in der angelsich-
sischen Literatur gebriuchliche Namen.

a) Streptococcus thermophilus Orla-Jensen

Uber die von uns zu dieser Spezies gerechneten Stimme gibt
die Tabelle 1 Auskunft (siche Tabelle 1).

Unsere Stimme zeichneten sich durch eine sehr groBe Varia-
bilitéit ihrer makroskopisch- und mikroskopisch-morphologischen
sowie der physiologischen Eigenschaften aus; Befunde, welche sich
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mit denen von Orla-Jensen (lLc. p.137), Burri (l.c. p.99),
Karnickiund Dorner (L c. p.1090) u. a. decken.

Auf den aeroben Ausstrichen von Peptonschottenagar blieb das
Wachstum in den meisten Féllen ganz aus, hin und wieder machte
es sich durch punktformige Kolonien («pin-point colonies») be-
merkbar, dagegen war dieses auf dem gleichen Ni#hrboden anaerob
verschlossen immer kriftiez. Das hiufigste Koloniebild waren runde,
stark gewdlbte, weiBliche, feuchte Kolonien. opak oder von schwach
kristallinischer Struktur. daneben konnten in groBer Zahl solche mit
~ unregelmiBigem Umriff beobachtet werden, welche durchscheinend
waren und kiirzere oder lingere wurzelartige Ausldufer zeigten, so-
daBl das Aussehen bisweilen an kleine Mycoideskolonien erinnerte.
Die Kolonien ein und desselben Stammes bildeten auf der gleichen
Ausstrichkultur recht oft beide Typen nebeneinander. sodafi bei
Nichtkenntnis der dissoziativen Erscheinungen leicht der Eindruck
einer Mischkultur hitte erweckt werden kdnnen.

Noch bedeutend inkonstanter schien die Form der einzelnen Zel-
len und Zellverbinde zu sein. Auf den festen Nihrmedien zeigten
sich Diplokokken, kurze und lange Ketten, deren einzelne Glieder
bisweilen aus ausgesprochenen Stibchen bestanden; diese Erschei-
nung trat besonders deutlich bei den «Mycoideskolonien» zu Tage.
In andern Fillen konnten Stibchenketten beobachtet werden. deren
sestreckte Zellen in der Mitte eingeschniirt waren, sodaB man den
Findruck hatte. nicht vollstindig geteilte Diplokokken vor sich zu
haben. Eine dhnliche Unausgeglichenheit wiesen die mikroskopischen
Priparate aus Peptonschotte auf, auch hier waren Monstrosititen
immer festzustellen.

Simtliche untersuchten Stimme zeigten ausgesprochene Ther-
mophilie. lagen ihre Ontimaltemperaturen doch durchwegs oberhalb
40 ° C. Dagegen siuerten viele die Milch schon bei 48 © nicht mehr;
einige zeigten bei dieser Temperatur in Glucosebouillon keine Ver-
mehrung mehr. Die maximale Siuremenge wurde in den meisten
Fallen bei 30° erreicht. anderseits bildeten einige Stimme selbst
bei 48 ° noch iiber ¥ ® Milchsiure in der Magermilch, was ver-
stindlich erscheinen 14B8t, daB diesem Organismus die Hauptrolle bei
der raschen Siverune des Fmmentalerkiises unter der Presse zuge-
schrieben wird, umso mehr als er ia anaerobe Verhiltnisse vorzieht.
Beachtenswert ist ferner die Geschwindigkeit. mit welcher die
Siurebildung und damit die Dicklegung der Milch vor sich gehen.
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Die erdriickende Mehrzahl unserer Stimme von Sc.thermo phi-
lus vermochte die Milch in einem Tage oder weniger dickzulegen;
immerhin waren die Gerinnungszeiten nicht so kurze wie vielfach in
der Literatur, z. B. von Karnicki und Dorner (Lc. p.1092)
angegeben. Bei den von den zitierten Forschern gepriiften Ther -
mophilus-Stimmen diirfte es sich um an die besonderen Ver-
lidltnisse der Emmentalerkiserei angepaBte Formen gehandelt ha-
ben, eine Vermutung, deren Richtigkeit an Wahrscheinlichkeit noch
gewinnt, wenn man beriicksichtigt, daB einige jener Stimme die
Milch sogar sei 55 ° noch zu sduern vermochten.

Ein Zusammenhang zwischen Intensitit und Geschwindigkeit
der Sédurebildung scheint nicht zu bestehen; so brauchte unser
Stamm Nr. 39 mit einer Hochstsauremenge von 0,61 % nur 16 Stun-
den, um die Milch zu koagulieren, Nr. 14 dagegen, der bedeutend
mehr Sdure zu bilden vermochte (0,92 /o), 24 Stunden.,

In Lakmusmilch zeigten nur 6 Stimme eine nach Demeter
typische Reaktion, d. h. der Lakmusfarbstoff wurde vor der Gerin-
nung der Milch reduziert. Alle andern erwiesen sich als pseudo-
typisch, die Milch wurde vor der Gerinnung rot und erst nachher
farblos. Die Reduktion verlief in diesen Fillen immer duBerst lang-
sam und blieb 6fters iiberhaupt aus.

Ein deutliches Kaseinabbauvermégen konnten wir bei keinem
der auf diese Fihigkeit gepriiften Stimme wahrnehmen.

Stellt man nach den Angaben von Orla-Jensen (l.c. p. 58)
fir Sc. thermophilus ein allgemein giiltiges Gidrungssymbol
auf, soweit dies an Hand von nur 7 gepriiften Stimmen iiberhaupt
moglich ist, so wiirde sich nach unserer Schreibweise ungefihr fol-
gendes ergeben: . ¢ o 10 1 (12) 13

Vergleichen wir damit die bei unseren Stimmen gefundenen
Symbole, so konstatieren wir, daB von den 56 untersuchten unge-
-dhr ein Drittel, namlich 18, simtliche von diesen 7 Substanzen iiber-
haupt vergirten, ohne daB dabei allerdings die Intensitit in allen
r“édllen iibereingestimmt hitte. Von der oben angefiihrten Reihe wur-
den héufig die als mittelstark und schwach vergirbar angegebenen
Stoffe 9 (Mannose), 10 (Galactose) und 12 (Maltose) entweder ein-
zeln oder in der Mehrzahl, wobei die verschiedensten Kombinatio-
nen beobachtet werden konnten, nicht zersetzt. Diese Symbole
ndhern sich dadurch mehr dem von Bergey (6) fiir diesen Orga-

30



nismus angegebenen: 7 8 11 13, welches auch Burri (.c.)
bei seinen Untersuchungen iiber Sc. thermophilus in der Regel
antraf. Finige unserer Stimme lieBen selbst die Vergidrung von 7
(Fructose), die nach Orla-Jensen und anderen Autoren zu den
immer angegriffenen Substanzen gehort, vermissen, sodal nach un-
seren Befunden als konstante Symbolglieder einzig 8, 11, 13, also
Glucose, Saccharose und Lactose iibrig bleiben. Nach Burri (l. c.
p. 102) soll auch Glucose hin und wieder ausfallen.

AuBer diesen Liicken zeigten sich aber weitere UnregelmaBig-
keiten, indem hin und wieder auch zusitzliche Glieder in der Zucker-
reihe auftraten wie 1 (Glycerin), 2 (Xylose), 3 (Arabinose), 4 (Rham-
nose), 5 (Sorbit), 6 (Mannit), 14 (Raffinose), 15 (Inulin), 16 (Dextrin3,
17 (Stirke) und 18 (Salicin), also alle iibrigen 11 Zucker, von denen
die Pentosen (2 und 3), 12 (Maltose), 16 (Dextrin) und 18 (Salicin)
nach Orla-Jensen nicht vergirt werden sollten. Diese, in den
verschiedensten Kombinationen auftretenden Vergédrungen waren
allerdings immer nur schwach, sodaB ihnen wohl keine allzu groBe
Bedeutung beigemessen werden darf.

Die Inkonstanz ist also auch fiir die Zuckerreihe bei Sc¢. ther-
mophilus die Regel, sodaB von einem typischen Garungssymbol
nicht gesprochen werden kann; charakteristisch fiir diese Art scheint
einzig die in der Regel geringe Anzahl von angegriffenen Zuckern
zut sein. (Siehe auch Fig. 1 im Anhang.)

Fiir die Klassifikation standen uns aber leichter zu bestimmende
Merkmale zur Verfiigung, wie die ausgesprochene Thermophilie, die
hohe und rasche Sauerung der Milch, das #duBerst schwache oder
fehlende Reduktionsvermdgen von Lakmus und die starke Tendenz,
Monstrosititen (Stibchen mit und ohne Finschniirung) zu bilden,
sowie das schlechte Wachstum in aerober Kultur.

b) Streptococcus lactis Orla-Jensen

Synonyme: Sc. lactis Lister,
Sc. lactis (Lister) Lohnis,
Sc. acidi lactici Grotenfelt,
Micrococcus acidi paralactici Nencki et Sieber,
Bacillus acidi lactici Giinther et Thierfelder,
Bacterium Giintheri Lehmann et Neumann,
Bacterium lactis acidi Leichmann,
Bacillus lacticus Kruse,
Bacterium lacticus Chester,
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Bacillus paralactici Kozali,

Sc. paralacticus Migula,

Bacterium lacticum Migula,
Bacterium truncatum Migula,

Sc. grotenfeltii Chester,
Lactococcus lactis Beijerinck,

Sc. lacticus Kruse,

Sc. Giintheri Lehmann et Neumann,
Bacillus lactis acidi Sewerin,
Bacterium leichmanni Wolff.

Als zu dieser Art gehorend bestimmten wir 36 der isolierten
Streptokokkenstimme, die in der T abelle 2 aufgefiihrt sind (siche
Tabelle 2).

In ihrer makroskopischen und mikroskopischen Morphologie
zeigten diese Organismen eine ziemliche Ausgeglichenheit. Auf Pep-
tonschotten- und Nihragar entwickelten sich einerseits runde, feuchte
Kolonien von schwach kristallinischer Struktur, nie Ausldufer zei-
gend, anderseits hiufig runde, erhabene, opake Anhidufungen, welche
an Mikrokokkenkolonien erinnerten. Auf den beiden verwendeten
Nihrbéden war das Wachstum sehr gut, bei anaeroben Verhiltnissen
meistens etwas iippiger als in aerober Kultur. Im mikroskopischen
Aussehen waren die la ctis - Stimme relativ konstant, sowohl was
die Formen der verschiedenen Stimme auf ein und demselben, als
diejenigen eines Stammes auf verschiedenen Nihrsubstraten anbe-
langt. Neben vereinzelten kurzen Ketten und Einzelkokken waren
Diplokokken vorherrschend; auf den Strichkulturen konnten hiufig
stibchenartig gestreckte Zellen beobachtet werden (Bact. Giin-
theri).

Die erdriickende Mehrzahl unserer Stimme legte die Milch bei
30 ° in 24 Stunden oder frither dick. Die Optimaltemperatur betrug
in der Regel 30 °, in einigen Fillen 37 . GroBie Unterschiede zeigten
sich bei der maximalen Siuerungstemperatur, indem die meisten
Stimme bei 42 °© die Milch nicht mehr zu siduern vermochten, einige
sie bei diesem Wirmegrad sogar noch koagulierten, diese miissen
demnach eine iiber der von Orla-Jensen angegebenen liegende
Maximaltemperatur von 40 ° besitzen.

In Lakmusmilch zeigten 23 Stimme eine typische, 4 eine pseu-
dotypische und die restlichen 9 eine negative Reaktion, ein Ergebnis,
welches in Anlehnung an die Untersuchungsresultate Demeters
(Lc. p.505), Baumanns (I.c. p.17) u. a. besagt, daB der Ausfall
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der Lakmusmilchprobe fiir Sc. lactis nicht typisch ist und somit
dessen Trennung von anderen Streptokokken nicht erlaubt. Inter-
essant an unseren Befunden ist, daB auBer dem Stamm Nr. 20, der
unmittelbar nach der Isolierung als einziger die Magermilch nicht
koagulierte, noch weitere 8 Staimme (Nrn. 4, 5, 12, 16, 19, 25, 30 und
31), die das Gerinnungsvermogen besaBen, die Lakmusmilch nur
roten, aber nicht dicklegen konnten. Nach lingerer Weiterziichtung
in Milch brachten auch sie anldBlich einer spateren Priifung die
Milch zur Gerinnung und lieferten alle pseudotypische Resultate.
Inwieweit bei diesen Stimmen eine Empfindlichkeit gegeniiber Lak-
mus vorlag oder ein anderes ungiinstiges Moment einwirkte, konnte
nicht beurteilt werden.

Das Kaseinabbauvermodgen, auf dessen groBe Inkonstanz schon
Orla-Jensen hingewiesen hatte, bei dessen Herbeiziechung zu
Bestimmungszwecken deshalb groBe Vorsicht geiibt werden muf,
konnte des oOftern festgestellt werden, fehlte aber bisweilen auch
ginzlich.

Nach obigem Autor kime dem Sc. lactis ohne Beriicksich-
tigung der Girungsintensitit das Symbol:

7 8 9 10 12 13 16 18

zu, wobei hiufig noch weitere Substanzen der Zuckerreilie in ver-
schiedener Kombination vergoren werden konnen, besonders hiufig
die Pentosen Xylose und Arabinose, entweder einzeln oder auch
beide zusammen. _

Unsere Stimme zeigten als konstanten Teil des Garungssymb:ls
die oben angefiilirten Glieder. wobei als inkonstante Komiponenten
vor allem Mannit und Arabinose unter wechselnder Intensitit an-
gegriffen wurden, seltener auch andere Zucker. Ganz aligemein ent-
wickelten sie ein geringeres Pentosenvergirungsvermdogen als aus
den Angaben von Orla-Jensen hervorgeht.

Als Ubergangsformen zur nichstfolgenden Art, dem Sc. fae-
cium, sind die Saccharose zersetzenden Stimme zu betrachten.
Trotz der relativ grofien Konstanz der Girungsleistungen dieser
Streptokokken gegeniiber den stickstofffreien Substanzen der «Zu'-
kerreihe» (siehe auzh die Fige 11 des Anhanges) kommt ihnen fiir die
Diagnostik nach unscren Befunden keine besondere Stellung zu, was
nach Besprechung der Ergebnisse fiir die folgenden Streptokokken-
arten deutlicher in Erscheinung tritt.
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c) Streptococcus faecium Orla-Jensen

Synonyme: Enterococcus Thiercelin,
Gastrococcus Gorini,
Micrococcus ovalis Escherich,
Sc. glycerinaceus Orla-Jensen,
Sc. faecalis Andrewes et Horder.

Als Sc.faecium bezeichnete Orla-Jensen einen Strepto-
kokkus, der einer der hiufigsten Vertreter der Mikroflora des
menschlichen und tierischen Verdauungstraktus darstellen und sich
durch groBe Vitalitit und Widerstandskraft. gegen die mannigfaltig-
sten Einfliisse auszeichnen soll, was vom erwihnten Autor mit fol-
genden Worten ausgedriickt wurde:

“It is also fairly omnivorous, and can grow at widely different tempe-
ratures, so that it should be able to thrive practically everywhere throughout
the world.”

59 der isolierten Stimme lieBen sich als Sc. faecium erken-
nen. Uber sie gibt die Tabelle 3 Auskunft (siehe Tabelle 3).

Kulturelles und mikroskopisches Bild waren gleich wie bei Sc.
lactis, mikrokokkenihnliche Kolonien neben solchen mehr fein
kristallinischer Struktur. Kulturen unter dem anaeroben Verschluf
zeigten ein um nur weniges besseres Wachstum als aerobe, auf
denen die Kolonien auch bis drei Millimeter im Durchmesser er-
reichten.

Die Optimaltemperatur fiir diese Stimme lag mit 37 ° fiir die
Mehrzahi und 30 ° fiir wenige Vertreter ungefihr im gleichen Rah-
men wie fiir Sc. lactis. Dagegen erwies sich die Temperatur-
toleranz bedeutend groBer als bei der vorgehend beschriebenen Art,
legten doch sdmtliche der gepriiften Stimme die Magermilch noch
hei 42 ° dick und viele von ihnen selbst bei 48 °, wihrend bei Sc.
lactis nur in vereinzelten Fillen oberhalb 40 © noch eine Siure-
bildung wahrgenommen werden konnte. Fin merklich schiechteres
Wachstum in Milch als bei der vorstehend besprochenen Spezies
konnten wir im Gegensatz zu Orla-Jensen bei unseren fae -
cium-Stimmen nicht beobachten; die meisten Stimme brachten
die Milch innert 24 Stunden zum Gerinnen.

Die 59 Stimme verdnderten die Lakmusmilch wie folgt: in 46
Fillen trat eine typische, in 9 eine pseudotypische und bei 4 Proben
eine negative Reaktion ein. Ein weiterer Beweis, daB der Ausfall
dieser Priifung nicht spezifisch fiir eine bestimmte Art ist.
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Ohne Beriicksichtigung der Intensitit wiirde dem Sc. fae-
cium gemiB Tabelle XX von Orla-Jensens Standardwerk
folgendes Girungssymbol zukommen:

1 367 89 10 11 12 13 14 16 18

dabei haben wir die Resultate der Kolonnen fiir die C-Stickstoff-
quelle (verdautes Kasein) beriicksichtigt. Das Symbol fiir unsere
Stimme weist eine bedeutend geringere Anzahl von regelmiBig
zersetzten Zuckern auf:

7 8 9 10 12 13 16 18

d. h. die fiir Sc. faecium konstanten Glieder sind die gleichen
wie fiir Sc. lactis (vergl. Fig. IIl im Anhang), was zweifellos fiir
eine nahe Verwandtschaft dieser beiden Organismen spricht. Da-
neben wurden allerdings sehr hiufig 1 (Glycerin), 3 (Arabinose), 6
(Mannit), 11 (Saccharose) und 14 (Raffinose) angegriffen, also jene
Substanzen, die nach Orla-Jensen immer vergoren werden
sollten. Diese Abweichungen mogen zum Teil daher rithren. daB sich
seine Untersuchungen zahlenmiBig nur ungefihr auf ein Drittel der
von uns gepriiften Stimme erstreckten.

Nach Orla-Jensen sollte Sc. faecium Kasein nicht an-
greifen. Fin kriftiges Peptonisierungsvermégen konnte nur in einem
Falle (Stamm Nr. 5) festgestellt werden. dagegen griffen viele fae -
cium - Stimme den Kisestoff invensiver an als manche der gepriif-
ten Vertreter von Sc. lactis, welchem diese Fahigkeit in der
Regel zukommen sollte. Diese Befunde weisen erneut darauf hin,
daB dieses Merkmal zu Bestimmungszwecken nicht viel taugt.

d) Streptococcus glycerinaceus Orla-Jensen

Synonyme: Enterococcus Thiercelin
Gastrococcus Gorini
Micrococcus ovalis Escherich
Sc. faecium Orla-Jensen
Sc. faecalis Andrewes et Horder.

Mit diesem Namen belegte Orla-Jensen einen Stroptokok-
kus, der sich durch sein ausgeprigtes Glycerinvergirungsvermogen
auszeichnet und in morphologischer Hinsicht sich dadurch von Sc.
faecium unterscheidet, daB er neben der Diplokokken- auch in
Kettenform auftritt.
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Das kulturelle Bild unserer 27 zu dieser Spezies gezihlten und
in der Tabelle 4 vereinigten Stimme deckte sich mit demjenigen
von Sc.lactis und Sc. faecium. Das mikroskopische Aussehen
schien uns dagegen weniger einheitlich, indem neben den vorherr-
<chenden Diplokokken vermehrt Ketten verschiedener Linge auf-
traten.

Als optimale Temperaturen fanden wir 30 und 37 °. Das Milch-
gerinnungsvermégen, d. h. die Siuerungsgeschwindigkeit war in den
meisten Fillen weniger entwickelt als bei den vorgehend beschrie-
benen Arten. indem die Magermilch erst nach Ablauf eines oder
mehrerer Tage dickgelegt wurde; ein Befund, welcher sich mit den
Angaben von Orla-Jensen zum Teil deckt und denen von
Burriund Elser (I.c. p.191) teilweise widerspricht. Nach erste-
rem betrigt die Gerinnungsdauer immer mehr als 24 Stunden, nach
letzteren wird die Milch von diesem Organismus in der Regel in
ebenso kurzer Zeit dickgelegt wie z. B von Sc. lactis. Die von
den beiden letztgenannten Forschern gefnndenen Untersuchungser-
gcbnisse konnen damit erklirt werden. daB ihre aus Kase stammen-
den Vertreter von Sc. glycerinaceus eben an Milch angepalit
waren und somit in ihr innert kiirzester Zeit Stoffumsetzungen voll-
bringen konnten.

Fin deutliches Kaseinabbauvermdgen konnten wir nicht fest-
stellen; die Verhiltnisse waren dhnliche wie bei Sc. faecium.

Alle Stimme verinderten die Lakmusmilch typisch, d. h. die
Reduktion des Farbstoffes fand vor der Gerinnung statt.

Nach Orla-Jensen sind alle Stimme mit dem Girungssym-

hol 1 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 16 18

als typisch zu betrachten. Die weitaus gréB8te Zahl der unserigen
entspricht diesem Bilde, mit dem Unterschiede, daB meistens auch
14 (Raffinose) vergoren wurde. Im konstanten Teil des Symbols
fehlte dagegen 4 (Rhamnose). Wir glauben nicht, daB deshalb zwi-
schen einer Rhamnose vergiarenden Unterart und einer diesen Zuk-
ker nicht angreifenden zu unterscheiden ist, sonst miifiten wir kon-
sequenterweise auch in anderen Fillen mehrere Unterarten aus-
scheiden.

In seinem Verhalten den 18 Zuckern gegeniiber zeigten die ein-
zelnen Stimme von Sc. glycerinaceus von allen Streptokokken
die geringsten Schwankungen (vergl. Anhang, Fig. IV), sodaB bei
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dieser Art die Zuckerreihe fiir die Diagnostik von besonderer Be-
deutung zu sein scheint. Eine andere Frage, auf die wir noch zuriick-
kommen werden, ist die, ob es iiberhaupt gerechtfertigt ist. Sc.
glycerinaceus als selbststindige Art aufzufassen.

e) Streptococcus inulinaceus Orla-Jensen

Synonyme: Bargen'scher Streptococcus,
(Sc. salivarius Andrewes et Horder),
Sc. bovis Orla-Jensen.

3 unserer Stimme reihten wir infolge des kriftigen Inulinver-
girungsvermogens unter diese Art ein, welche nach Bergey (l.c.)
identisch ist mit Sc. bovis, den wir aus den Kilberlabmagen nie
isolieren konnten.

In ihren Figenschaften stimmten sie recht gut mit den Angaben
von Orla-Jensen iiberein. In Lakmusmilch bewirkte der Stamm
Nr. 1 eine typische, die beiden anderen eine pseudotypische Re-
aktion. Keiner griff das Kasein der Milch in bemerkenswertem Mafe
an. Infolge der geringen Anzahl von gepriiften Staimmen verzich-
ten wir anf eine Diskussion der Ergebnisse der Zuckervergirung,
sondern verweisen auf die Tabelle 5.

f) Kritische Betrachtungen zur
Streptokokkenklassifikation nach Orla-Jensen

Unter Heranziehung verschiedener Isolierungsverfahren ist es
uns gelungen, in Kilberlabmagen Vertreter der 5 Arten: Sc. ther-
mophilus, Sc.lactis, Sc. faecium, Sc. glycerinaceus
und Sec.inulinaceus nachzuweisen und mit mehr oder weniger
Schwierigkeiten in das System nach Orla-Jensen einzuordnen.
Dabei erfolgte die Trennung in die verschiedenen Spezies auf Grund
von mehreren Figenschaften, wie makroskopische und mikroskopi-
sche Morphologie, Optimaltemperatur, Wachstum in gewohnlicher
Magermilch und Lakmusmilch, Kaseinabbauvermdgen und endlich
Verhalten gegeniiber der Zuckerreihe.

Welcher Wert ist nun dem einzelnen Merkmal fiir die Diagnostik
beizumessen? Miissen fiir eine sichere Bestimmung alle diese Eigen-
schaften bekannt sein oder gibt es unter ihnen einzelne, denen zu
Bestimmungszwecken eine iiberragende Bedeutung zukommt?
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Wir wollen im folgenden versuchen, diese Fragen an Hand der
gemachten Erfahrungen zu beantworten.

Schon in den einleitenden Kapiteln haben wir darauf hingewie-
sen, wie im Laufe der Zeit die morphologischen Figenschaften zu
diagnostischen Zwecken an Bedeutung verloren haben und heute bei
Beschreibungen von Bakterien vielfach iiberhaupt nicht mehr er-
wiahnt werden, wie uns scheint zu Unrecht.

Betrachten wir die verschiedensten Kolonietypen. welche inner-
halb ein und derselben Art auftreten konnen, einerseits und ander-
seits die gleichen Bilder, die bei verschiedenen Arten zu beobachten
sind, so erscheint es vorerst hoffnungslos, das kulturelle Merkmal
zu Bestimmungszwecken verwenden zu wollen. Ahnlich verhilt es
sich mit der mikroskopischen Morphologie. Beriicksichtigt man aber,
daBl die Zellform hiufig fiir das Aussehen der Kolonien bestimmend
ist (z. B. stibchenformige Zellen in den «Mycoideskolonien» bei S c.
thermophilus), so kénnen bei groBer Ubung und Erfahrung des
Untersuchenden die kulturellen und mikroskopischen Eigenschaften
der Organismen fiir die Diagnostik sicher wertvolle Anhaltspunkte
liefern, besonders wenn man dabei die Einfliisse der geringen und
schwer erfaBbaren Unterschiede in den verwendeten Nihrsubstraten
(Alter, Hell- und Dunkelfirbung bedingt durch Veridnderungen bei
der Sterilisation, u. a. m.) auf die Ausbildung der Kolonien und Indi-
viduen kennt. Da uns besonders die fermentativen Eigenschaften
interessierten, muBiten wir auf ein in dieser Richtung in die Einzel-
heiten gehendes Studium verzichten,

Der Optimaltemperatur darf nach unseren Befunden keine allzu
groBe Bedeutung beigemessen werden, da einerseits die einzelnen
Arten keine deutlichen Unterschiede zeigen und anderseits aber die

-einzelnen Stimme ein und derselben Spezies, sogar die Nachkommen

eines Stammes Abweichungen beobachten lassen. Es scheint, daB
gerade dieses Merkmal besonders leicht und rasch durch Umwelts-
verhiltnisse verdndert werden kann. Unsere Befunde lieBen zwi-
schen den einzelnen Arten keine so groBen Unterschiede erkennen
wie nach den Angaben von Orla-Jensen zu erwarten gewesen
wiére.

Sehr wertvolle Resultate vermittelt die Priifung der Milchsdure-
bakterien auf ihr Wachstum in sterilisierter Magermilch und der
dadurch bewirkten Verinderungen. Sie gibt einmal Auskunft iiber
die Eignung der Milch als Nihrsubstrat fiir die einzelnen Gattungen
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und Arten. Ferner iiber das Sduerungsvermodgen bei verschiedenen
Temperaturen und, sofern letztere einen geniigenden Bereich um-
fassen, auch iiber minimale und maximale Sduerungstemperaturen,
welche bei bestimmten Milchsdurebakterien zu den charakteristisch-
sten Merkmalen gehdren. Im weiteren gestattet sie einen Einblick
in die Siuerungsgeschwindigkeit, welche in der Gerinnungszeit ihren
Ausdruck findet und die zugleich ein MaBl fiir die Vitalitit eines
Stammes darstellt, indem sich eine Schwiichung derselben sofort im
groBeren Zeitaufwand fiir die Dicklegung oder im gidnzlichen Aus-
bleiben dieser Milchverinderung auswirkt.

Diejenige Eigenschaft, die bei den Milchsdurebakterien wohl den
groBten Schwankungen unterworfen ist, lernten wir im Kaseinspal-
tungsvermogen kennen. Schon Orla-Jensen machte auf diese
Erscheinung aufmerksam (. c. p. 36):

“The bacteria have, as mentioned, their own power of gradual adaption to

a new nitrogenious food, and great caution should therefore be observed in
taking their proteolytic qualities as species character.”
Umso erstaunlicher ist es, daB der gleiche Forscher eine derart vari-
ierende Eigenschaft als ein Hauptunterscheidungsmerkmal fiir nahe-
stehende Arten verwendete (Sc. lactis und Sc. faecium, Sc.
bovis und Sc.inulinaceus [Lc. p.107]).

Den psychologischen Leistungen und darunter besonders den
Einwirkungen der Milchsdurebakterien auf stickstofffreie Substanzen,
in der Hauptsache Kohlehydrate und hohere Alkohole («Zucker-
reihe») hat Orla-Jensen fiir die Klassifikation eine iiberragende
Stellung eingeriumt. Die Tabellen in seinem Standardwerk zeigten
aber bereits, daf} bei den arttypischen Forderungen an die verschie-
denen Girungsvermogen ein breiter Splelraum gelassen werden
muB, indem innerhalb einer Art Stimme auftreten konnen, welche
einen fiir sie typischen Zucker nicht, dafiir eventuell einen oder
mehrere andere Substanzen angreifen. Ein und derselbe Stamm
kann zu verschiedenen Zeiten, aber sonst unter gleichen Bedingun-
gen untersucht, abweichende Girungssymbole liefern (fermentative
Dissoziation).

Wiirde das Girungssymbol einen festen Wert darstellen, so
miiBte demnach bei jeder Art zwischen mehreren Unterarten unter-
schieden werden. Nun zeigen aber Untersuchungen iiber dissoziative
Vorginge in der Zuckerreihe, daR die meisten Symbolglieder einen
schwankenden Charakter aufweisen; irgendwelche Artenunterteilung
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auf dieser Basis ist demnach nicht statthaft. Beriicksichtigt man nur
die konstant vergorenen Substanzen, so bleibt wenig oder nichts
brauchbares iibrig, indem nur einige wenige Glieder, welche zudem
fiir mehrere sonst scharf zu trennende Arten die gleichen sein kén-
nen, verbleiben.

Wir sind deshalb der Auffassung, daB die Zuckerreihe fiir die
Diagnostik in der Regel nur von zweifelhaftem Werte ist. Auf alle
Falle darf bei deren Verwendung niemals auf das Frgebnis einer
einzigen Priifung abgestellt werden, es miissen vielmehr anlidBlich
der Weiterziichtung eines Stammes zu verschiedenen Zeiten die
Untersuchungen wiederholt werden, um einen Anhaltspunkt iiber
die Dissoziationsbreite zu erhalten. Dasselbe Verfahren ist ebenfalls
fiir die Festlegung der anderen Eigenschaften zu empfehlen und muB
fiir das Studium scheinbar neuer Arten unbedingt gefordert werden.
Nur auf diese Weise wird verhindert, daB ldngst besch:riebene Spe-
zies als «neu entdeckte» unter anderen Namen auftauchen.

Weil die einzelnen Eigenschaften der Bakterien derart groBen
Schwankungen unterworfen sind, gehen alle Bakteriologen in der
Forderung einig, daB8 sich zwei Organismen, um als selbstindige
Arten aufgefalit werden zu konnen, nicht nur in einer, sondern meh-
reren Eigenschaften, einem FEigenschaftenkomplex, voneinander
unterscheiden miissen.

Zeigen nun die von Orla-Jensen aufgestellten Streptokok-
kenarten alle einen solchen spezifischen Figenschaftenkomplex? Fiir
Sc.thermophilus miissen wir diese Frage bejahen, bei Sc.
lactis, Sc. faecium und Sc. glycerinaceus aber ent-
schieden verneinen.

Alle unsere thermophilus-Stimme zeigten auf anaeroben
Ausstrichen von Peptonschottenagar ein bedeutend besseres Wachs-
tum als in aerober Kultur; ferner zeichneten sie sich aus durch aus-
gesprochene Thermophilie, langsame oder ausbleibende Reduktion
von Lakmus in Milch, hohe maximale Siuerungstemperatur, starke
Tendenz zur Bildung von Monstrosititen. Durch diesen Figenschai-
tenkomplex haben sie sich von allen anderen Streptokokkenstimmen
unterschieden. Bei spéiteren Wiederholungen der Priifungen haben
sich diese Gegensitze noch schirfer herausgeschilt.

Ganz anders liegen die Verhiltnisse bei den iibrigen Strepto-
kokken. Morphologische Unterschiede zwischen Sc. lactis und
Sc.faecium konnten wir nicht beobachten; ebensowenig zeigten
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sich eindeutige Differenzen in den Temperaturanspriichen oder im
Wachstum in Milch. Viele der faecium-Stimme wiesen einzig
cine etwas erhdhte maximale Siuerungstemperatur auf, dagegen
vermochten die Stimme dieser Art, entgegen den Angaben von
Orla-Jensen, die Milch in ebenso kurzer Zeit zum Gerinnen zu
bringen wie Sc. lactis. Zur Differenzierung verblieben uns also
vielfach nur noch die beiden stark variablen Eigenschaften Kasein-
abbauvermogen und «Zuckerreihe». DaBl dadurch die Bestimmung
zu einer spekulativen, subiektiven Einfliissen stark unterworfenen
Angelegenheit wurde, war kaum zu verhindern. Da fiir beide Arten
der konstante Teil des Girungssymbols aus den gleichen Gliedern
bestand (siehe auch Anhang Fig. 11 u. TTI):

78 90 10 12 13 16 18

muBten wir durch Kombinieren des Kaseinabbauvermogens mit den
unregelmiBig vergorenen Zuckern die mogliche Artzugehorigkeit
ergriinden. Die dabei aufgetretene Unsicherheit sei an Hand einiger
Beispiele beleuchtet.

Sc.lactis: (siche Tabelle 2).

Die Stimme Nrn. 1, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 34 lieBen das Kasein-
spaltungsvermogen vermissen, gehoren also in dieser Beziehung
eher zu Sc. faecium, zeigten aber anderseits das fiir Sc. lactis
typische Girungssymbol, in welchem Saccharose fehlt, und wurden
deshalb zur letzteren Art gerechnet. Die Symbole der Stimme Nrn.
3. 8, 21, 23, 25 sprechen mehr fiir Sc. faecium, indem Saccharose
meistens kriftig angegriffen wurde, sie wurden aber infolge des
deutlichen Kaseinabbauvermogens zu Sc. lactis gezahlt.

Sc.faecium: (siche Tabelle 3).

Die Stimme Nrn. 5, 26. 52 wiirden zufolge ihres ausgeprdgten
Kaseinspaltungsvermogens eigentlich zu Sc. lactis gehdren, an-
derseits vergirten sie Arabinose und Saccharose derart kraftig, daB
wir sie zu Sc. faecium rechnen durften. Auch andere Stimme,
welche gemiB ihrem Symbol zweifelsohne zu Sc. faecium ge-
horen, zeigten gewisse proteolytische Fahigkeiten, die uns aber zu
wenig ausgeprigt schienen, um eine Einreihung unter Sc.lactis
su rechtfertizen. Nach Sach (60) wiren solche Stamme als Sc.
tactis-faecium resp. Sc. faecium-lactis zu bezeichnen.
Fine solche Benennung von Zwischen- oder Ubergangsformen
echeint uns nicht zwingender Natur zu sein.
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Aus diesen wenigen Beispielen ist ersichtlich, daB die beiden
Arten bedeutend mehr gleiche als ungleiche Eigenschaiten aufweisen
und sich nicht einmal durch ein einziges einigermaBen konstantes
Merkmal voneinander unterscheiden. Wir miissen deshalb mit D e -
meter (. c.) einiggehen, welcher bei seinen Studien iiber Sc. lac-
tis und seine Beziehungen zu den Fikalstreptokokken zum Schlusse
kam, daf} sich diese beiden Gruppen prinzipiell nicht trennen lassen,
und lehnen eine solche, den Gesetzen der botanischen Systematik
widersprechende Aufspaltung ab. Der Artbegriff muB unbedingt so
weit gefaBt sein, daB dadurch simtliche Dissoziationsformen ein-
bezogen werden; ist das nicht der Fall, so kann héchstens von
Unterarten oder Varietiten gesprochen werden Das Vorgehen von
Orla-Jenseun-und Hansen (52), solche Varietiten von Sc.
factis mit besonderen Namen zu belegen (Sc. saccharo lac-
tis [vergirt Saccharosel, Sc. raffinolactis [vergirt neben
Saccharose auch Raffinose]. Sc. amylolactis [sduert auBer
Saccharose auch Stirkel), muf deshalb abgelehnt werden. In diesem
Zusammenhang sei auch auf die Befunde von Storck (64) hinge-
wiesen, wonach eine Uberfiihrung von Sc. lactis in Sc. fae-
¢ium moglich sein soll.

Ahnlich liegen die Verhiiltnisse bei Sec. glycerinaceus,
auf dessen nahe Verwandtschaft mit Sc. faecium schon Orla-
Jensen hingewiesen hatte (l.c. p. 62):

“Nos. 1—4 (von Sc. faecium) ferment sorbite, and are thus nearer
the species next following, Sc. glycerinaceuns.”

In unserer Tabelle 3 (Sc. faecium) finden wir Stimme (Nrn.
22, 23, 24, 31, 50, 54, 56), deren Symbole fiir Sc. glycerina-
ceus sprechen wiirden, indem sie Glycerin und Sorbit vergirten.
In ihren iibrigen Eigenschaften (ausschlieBlich Diplokokken im Ge-
gensatz zu Sc. glycerinaceus, der auch ausgesprochene Ket-
ten bilden soll; kurze Gerinnungszeit in Milch u.a.) stimmten sie
aber mit unseren faecium-Stimmen vollkommen iiberein, wes-
halb wir keinen Grund sahen, sie nicht zu dieser Art zu rechnen.
Als Sc. glycerinaceus bestimmten wir alle jene faecium-
dhnlichen Stimme, die neben der Vergirung von Glycerin und Sorbit
entweder deutliche Ketten oder eine lingere Gerinnungszeit der
Milch zeigten.

Nach unseren Befunden glauben wir, daB Sc. glycerina-
cens und Sc. faecium identisch und zugleich mit Sc. lactis
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so nahe verwandt sind, daB sie als Varietiten oder Rassen desselben
aufzufassen sind. Sc. glycerinaceus als eigene Art anzuer-
kennen, lieBe sich einzig vom praktischen Standpunkte aus recht-
fertigen, indem dieser Organismus der Milch einen typischen Fékal-
geruchgeruch verleihen kann und sich nach Untersuchungen von
Burriund Elser (I c. p. 191) als die im Kise die Milchsdurelang-
stibchen hemmende Spaltpilzart herausgestellt hat.

Inwieweit Sc. inulinaceus als selbstindige Spezies aufzu-
fassen ist, konnten wir nicht beurteilen, indem wir ihn nur dreimal
und seinen nichsten Verwandten, den Sc. bo vis (ausgesprochener
Stirkevergirer, siduert keine Alkohole, baut Kasein ab), iiberhaupt
nie isolieren konnten.

Die Frage, welche der von Orla-Jensen aufgestellten Arten
wirklich als solche und nicht nur als verschiedene Varietiten zu
gelten haben, kann vieleicht erst durch ausgedehnte serologische
Untersuchungen restlos abgeklirt werden.

Der Vollstindigkeit halber sei kurz die Auffassung amerikani-
scher Autoren mitgeteilt. Nach Bergey’s bakteriologischer Dia-
onostik, die auch bei uns Verbreitung gefunden hat, wiirden sich die
aus den Kilberlabmagen isolierten Streptokckken in folgende Arten
unterbringen lassen:

Sc.thermophilus Orla-Jensen = gleiche Benennung,
Sc.lactisOrla-Jensen = Sc.lactis(Lister)Loh-
nis,

Sc faecium und Sc. glycerinaccus werden unter der
Bezeichnung Sc. faecalis Andrewes et Horder in eine
Art zusammengefaBt,

Von Sc. inulinaceus Orla-Jensen werden gewisse
Stimme als mit Sc. bovis Orla-Jensen, andere als mit Sc.
salivarius Andrewes et Horder identisch angesehen.

C. Die Thermobakterien

Die Gattung Thermobacterium Orla-Jensen umfalt
stibchenformige Milchsdurebakterien ohne Katalase, Nitratreduktion
und Oberflichenwachstum, die auBer Milchsdure nur eine Spur an-
derer Stoffwechselprodukte aus <Zuckern» bilden. Sie erzeugen
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laevo- oder inaktive Milchsidure. Tbm.*) cereale ausgenommen,
spalten sie kriftig Kasein und gedeihen gut in Hefeextrakt. Sie ver-
gdren nie Pentosen und hidufig auch Salicin nicht. Es sind Langstib-
chen, welche einerseits bei 50 ° oder mehr, aber anderseits nicht
unterhalb 22 ° gedeihen.

Innerhalb dieser Gattung unterscheidet Orla-Jensen (L c.
p.106) 5 Arten, die folgende Hauptunterscheidungsmerkmale auf-
weisen:

Tbm. helveticum: i-Milchsdure. Vergdrt Maltose, aber nicht Saccha-
rose. Kann in Milch iiber 2,7 9/p Milchsiure bilden.

Tbhbm. Jugurt: i-Milchsédure. Vergirt weder Saccharose noch Mal-
tose. Ist im Stande, in Milcn mehr als 2,7 /¢ Milch-
sdure zu bilden.

Tbm. bulgaricum: I-Milchsdure. Vergirt weder Saccharose noch Mal-
tose. Bildet in Milch héchstens 1,7 9/p Milchséure.

Tbm.lactis: I-Milchsédure. Vergirt sowohl Saccharose als auch
Maltose. Bildet in Milch hochstens 1,7 9/¢ Milch-
sdure. ‘

Tbm.cereale: I-Milchsiiure. Vergiirt in der Regel Saccharose und

Maltose. Bringt Milch nicht zum Gerinnen.

AnldBlich unserer Untersuchungen haben wir insgesamt 129
Milchsdurelangstibchen isoliert, die sich als Thermobakterien er-
wiesen. Zur Bestimmung der Art wurden sie zu wiederholten Malen
auf folgende Eigenschaften gepriift:

die Kolonieform,

das mikroskopische Aussehen,

die Optimaltemperatur,

das Wachstum in Milch und deren Verédnderung,
die «Zuckerreihes,

die Volutinbildung.

Die zu beschreibenden 129 Stimme von Thermobakterien ver-
teilen sich zahlenmiBig auf die einzelnen Arten wie folgt:

Tbm. helveticum 71 Stimme
Tbm.lactis 58 Stimme

* Abkiirzung fiir Thermobacterium.
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a) Thermobacterium he!veticum Orla-Jensen

Synonyme: Bacillus e v. Freudenreich,
Bacillus casei ¢ v. Freudenreich,
Bacterium casei ¢ v. Freudenreich,
Caseobacterium ¢ Orla-Jensen,
Lactobacillus helveticus (Orla-Jensen) Holland.

In seinem Bestimmungsschliissel fiir die Milchsiurebakterien fiihrt
Orla-Jensen fir Tbm helveticum als typisch auf: die
Bildung von i-Milchsdure; Vergirung von Maltose, dagegen nicht
von Saccharose; Produktion von itber 2,7 °/o Milchsdure in Milch.

Die 71 in der Tabelle 6 zusammengefalBten Stimme glaubten
wir zu Tbm. helveticum rechnen zu miissen.

Wie im Abschnitt iiber die Streptokokken bereits erwihnt, be-
dienten wir uns zur Bestimmung der Kolonieform und des mikro-
skopischen Aussehens der aeroben und anaeroben Ausstrichkulturen
nach Burri auf gewohnlichem Nihragar und Peptonschottenagar.
Da die mikroskopische Priifung der Kolonien ab Nihragar bei den
ersten Untersuchungen zeigte, daB auf diesem Nihrboden die Ten-
denz der Thermobakterien (auch von Tbm. lactis) zur Bildung
von Monstrosititen groB war, wurde derselbe in der Folge fiir diese
Gattung nicht mehr verwendet, sodaB sich unsere Beschreibungen
ausschlieBlich auf Peptonschottenagar beziehen.

Als kulturelles Merkmal entwickelten sich vorherrschend flache
Kolonien mit kiirzeren oder lingeren Ausliufern, daneben solche
von grob oder fein kristallinischer Struktur. Burri und Koll-
mann (. c.) bezeichneten den grob kristallinischen Typ als charak-
teristisch fiir Tbm. helveticum, Ziichtung auf anaerober Pep-
tonschottenagar-Ausstrichkultur vorausgesetzt. Mur 11 unserer 71
Stimme zeigten auf den aeroben Kulturen Wachstum, das aber nur
kiimmerlich war, wihrend unter anaeroben Verhiltnissen in allen
Fillen eine kriftige Entwicklung einsetzte.

Im mikroskopischen Priparat erschienen in der Regel gerade
Stibchen von beachtlicher Dicke und Linge, wobei allerdings letz-
tere eine sehr groBe Streuung erkennen lieB. indem neben eher kur-
zen bis 14 p lange Zellen anzutreffen waren. Dabei wies ein und
dieselbe Kolonie nur kurze oder lange Formen auf, hdufig aber auch
Stibchen verschiedenster Dimensionen. Gebogene Zellen waren die
Ausnahme. Beinahe konstant erschien uns indessen eine Eigenschaft,
auf die auch Burri und Kollmann (I.c. p.411) aufmerksam
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gemacht haben, namlich das kriftige Lichtbrechungsvermogen der
Zellen. In der Dicke der Zellen konnten wir dagegen groBere Ab-
weichungen wahrnehmen als diese beiden Forscher, so zeigten sich
hin und wieder auch ausgesprochen schlanke Stibchen. Die Indi-
viduen traten gewohnlich einzeln, seltener zu zweien oder gar in
Ketten auf.

Als optimale Temperaturen stellten sich 37 und 42 ° heraus.

Die Saurebildung in Milch war zum Teil eine respektable. Sie
erreichte bei unserem Stamm Nr. 37 mit 3,1 %0 das Maximum und
die hochste Sauremenge iiberhaupt, die wir je bei unseren Milch-
siurebakterien feststellen konnten. Anderseits haben viele unserer
Stimme im Momente der ersten Priifung, deren Ergebnisse in der
Tabelle aufgefiihirt sind, etwas weniger als 2°/¢ Milchsiure gebildet.
Da sie aber in ihren iibrigen Eigenschaften typische Vertreter der
Gattung Thermobacterium waren und viele von ihnen nach
wiederholter Uberimpfung an Sduerungsintensitit gewannen, zoger-
ten wir nicht, sie als Tbm. helveticum anzusprechen. Der
maximale Siuregrad wurde immer etwas unterhalb der Optimaltem-
peratur erreicht, sehr hiufig sogar bei 30 °, Bei 48 ° zeigten nur-
mehr 7 Stimme eine geringe Saureproduktion in Milch. Diese Tat-
sache erscheint uns, wie weiter unten klarer ersichtlich wird, fiir
die Differenzierung zwischen Tbm. helveticum und T bm.
lactis von groBter Bedeutung. Erwidhnenswert ist, daB entgegen
den Angaben von Orla-Jensen viele Stimme auch bei 18—20°
C. noch Wachstum zeigten.

Nach Orla-Jensen sollte Tbm. helveticum Maltose
(12), dagegen nicht Saccharose (11) vergiren. Gemal Tabelle XXVIII
ceines Standardwerkes wire bei Nichtberiicksichtigung der Gi-
rungsintensitit das typische Symbol ungefahr folgendes:

7 &8 9 10 12 13 16

Vergleichen wir damit die entsprechende Kolonne unserer Ta-
belle 6 und die Fig. V des Anhanges, so finden wir, daB die meisten
Stamme, abgesehen von kleineren Abweichungen, dasselbe Symbol
aufweisen. Anderseits lassen einige Stimme 7 (Fructose), 10 (Galac-
tose), 12 (Maltose) und 16 (Dextrin) entweder einzeln oder in der
Mehrzah! vermissen; dafiir wurden teilweise die Pentosen 2 und 3
(Xylose und Arabinose), welche von den Thermobakterien nie an-
gegriffen werden sollten, 4 (Rhamnose), 5 (Sorbit), 6 (Mannit), 11
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(Saccharose), 14 (Raffinose), 15 (Inulin). 17 (Stirke) und 18 (Salicin)
wenn auch nur schwach, so doch deutlich vergoren. Als konstante
Symbolglieder erwiesen sich nach unseren Untersuchungen einzig
8 (Glucose), 9 (Mannose) und 13 (Lactose). Uberhaupt nie gesinert
wurde allein 1 (Glycerin).

Vondennach Orla-Jensen zu vergirenden Substanzen wur-
den die einzelnen von unseren Stimmen mit folgender Hiufigkeit in

%/ angegriffen: 7 80 %
8 1009/

9 100 %/o

10 96 %/o

12 88 9/p

13 100 %/o

16 74 %/

Diese Zahlen zeigen. daB die Abweichungen relativ bescheiden
sind. Dennoch sprechen wir aus Griinden, welche in Anschluf an die
nichstfolgende Art, Tbm. lactis, erwihnt werden sollen, dem
Géarungssymbol jeglichen Wert fiir die Diagnostik ab.

Die Volutinbildung war bei 14 Stimmen kriftig, bei den rest-
lichen schwach bis ganz fehlend.

b) Thermobacterium lactis Orla-Jensen
(Tabelle 7)

Synonvme: Gewisse Stimme von Bacterium casei ¢ v. Freudenreich,
Bacillus lactis acidi Leichmann,
Lactobacillus lactis acidi Holland,
Lactobacillus lactis (Orla-Jensen) Holland.

Tbm. lactis wurde von Orla-Jensen neben dem Tbm.
helveticum aus der von Freudenreich’schen Spezies
Bacterium casei ¢ abgespalten. Zum Unterschied zu T bm.
helveticum kommen ihm folgende hauptsichlichsten Eigenschaf-
ten zu: Bildung von I-Milchsiure, Vergirung sowohl von Maltose
als auch von Saccharose, Bildung von héchstens 1,7 %0 Milchsiure
in Milch. '

Beim Studium des kulturellen Bildes fiel uns unangenehm auf,
daB bei diesem Organismus nicht von einem Kolonietyp gesprochen
werden kann, weil die verschiedensten voneinander vollstindig ab-
weichenden Formen anzutreffen waren. Es erschien somit Zum vorn-
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herein ausgeschlossen, die mikroskopische Morphologie zu diagno-
stischen Zwecken zu verwenden. Kleine und groBe, fein und grob
kristalline Kolonien mit und ohne Randwulst, mit und ohne Auslidu-
fer, hautartige, durchsichtige neben erhabenen, opaken; mehr oder
weniger runde und deutlich gelappte Kolonien traten beim T bm.
lactis in Frscheinung. Aus dieser durch Dissoziationsvorginge
erklirlichen Vielgestaltigkeit haben Burti und Kollmann (.c.
p.415) eine fiir Tbm. lactis als typisch anzusehende Form her-
ausgeschiilt: «mittelgroBe, hautartige, diinne, kreisrunde Scheiben,
im durchfallenden Lichte von graugriinlicher Farbe und fein kristal-
linischer, sandiger Strukturs. Auch bei unseren Stimmen haben wir
dieses Bild hiaufig angetroffen, dagegen traten in den meisten Fillen
andere Kolonieformen auf. sodaB8 es nur nach augedehnten Spezial-
studien eventuell méglich sein diirfte, das kulturelle Merkmal zu dia-
gnostischen Zwecken zu verwenden.

Ahnliche Variationen waren im mikroskopischen Aussehen zu
beobachten. Kurze und lange, gerade und gebogene. dicke und diinne
Zellen wechselten ab. Im allgemeinen zeigten unsere lactis-
Stimme jedoch diinnere Zellen als Tbm. helveticum und von
schwicherem Lichtbrechungsvermdgen, ebenso waren die ge-
kriimmten Formen iiberwiegend. Diese Abweichungen gestalten die
Verwendung des mikroskopischen Bildes als diagnostisches Merkmal
umso schwieriger. als die Zellform nicht streng an einen bestimmten
Kolonietyp gebunden zu sein scheint. Zwar trat das charakteristische
Bild. d. h. gebogene, diinne, schwach lichtbrechende Ze'len besonders
bei Priparaten aus «sandigen» Kolonien zu Tage; anderseits fanden
wir auch gerade hier Individuen. welche mindestens so gerade und
dick waren wie bei Tbm. helveticum. Aus dem Gesagten
erhelit. daB die mikroskopische Morphologie fiir die Diagnostik nur
von bedingtem Werte ist.

Die Optimaltemperaturen der lactis- Stimme bewegten sich
im selben Rahmen wie hei Tbm. helveticum.

Wie schon Orla-Jensen betonte kommt Tbm. Tactis in
seinem Sinerungsvermdgen in Milch nicht an Thbm. helveticum
heran. Von unseren 58 Stimmen erreichte einzig Nr. 12 die 2 %b-
Grenze. wihrend eine ganze Reihe unter 1% blieb und auch nach
lingerer Ziichtung bei wochentlicher Weiterimofung in Milch nie
iiber 1.59%/0 Milchsiure zu bilden vermochte. Anderseits prodvnzierte
unser Stamm Nr. 12 nur unmittelbar nach seiner Isolierung 2.1 %o
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Séure, bei spiteren Priifungen kam er nie mehr iiber 1,6 %/o hinaus,
sodalB wir ihn auf Grund dieser Figenschaft neben anderen, welche
eher fiir Tbm. lactis sprachen. wie die maximale Sduerungstem-
peratur, zu dieser Art rechneten. Gestiitzt auf die Frgebnisse unserer
Untersuchungen, halten wir das Séuerungsvermdgen in Milch, im
Verlaufe der Weiterziichtung wiederholt bestimmt, als eines der
Hauptdifferenzierungsmerkmale von Tbm. helveticum und
Tbm.lactis.

Die bei den Temperaturen von 30, 37. 42, 45 und 48 ° aufge-
stellten Milchproben zeigten nur in zwei Fillen beim héchsten ge-
priiften Warmegrad keine Gerinnung. Die bei 48 © gebildete Milch-
sduremenge war hiufig noch eine betrichtliche. im Maximum 1.2 %/,
Die beschrinkte Anzahl der zur Verfiigung stehenden Thermostaten
erlaubte leider nicht, die maximalen Siduerungstemperaturen zu be-
stimmen. Immerhin zeigen schon diese Befunde einen deutlichen
Unterschied zu unseren Stimmen von T b m. helveticum, von
denen ia nur 7 bei dieser Temperatur die Milch noch schwach zu
siduern vermochten. Auf Grund dieser Resultate diirfen wir behaup-
ten, dafl die Bestimmung der maximalen Sduerungstemperatur oder
der Maximaltemperatur fiir die Diagnostik von hohem Werte ist. Die
Ermittlungen unserer Untersuchungen stehen denjenigen von Orla-
Jensen und den Angaben in Bergey’s Diagnostik gegeniiber,
welche beide eine Maximaltemperatur von 50 °© sowohl fiir T b m.
helveticum als auch fiir Tbm. lactis anfiihren. Auch bei
dieser Art trat bei Zimmertemperatur relativ hiufig Wachstum auf.

Auch die Geschwindigkeit. mit welcher die Milch dickgelegt
wird, schien uns bei den zwei Arten verschieden zu sein. Interessant
war dabei, daB die bedeutend weniger Siure produzierenden Stimme
von Tbm. lactis die Magermilch in der Regel in 24 Stunden oder
frither zum Gerinnen hrachten, wihrend die kriftiger siuernden
helveticum-Stimme dazu mindestens einen Tag, aber gewohn-
lich ldnger brauchten. Diese Fihigkeit in Verbindung mit der nicht
unwesentlich héheren maximalen Siuerungstemperatur diirfte fiir die
Beurteilung von Thm. lactis bei den Vorgingen im Emmentaler-
kidse unter der Presse nicht ohne Bedeutung sein. Immerhin mch-
ten wir diesem Unterschiede in der Siuerungsgeschwindigkeit fiir
die Diagnostik keinen allzu grofien Wert beimessen, da sich die bei-
den Arten in dieser Eigenschaft iiberschneiden.

Nach der groBen Unausgeglichenheit unserer lactis - Stimme
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in morphologischer Hinsicht waren wir auf die Resultate der «Zuk-
kerreihe» gespannt. Schon bei Arten mit relativ grofier Konstanz
im kulturellen und mikroskopischen Bilde hatten sich bei dieser Ei-
genschaft bedeutende Streuungen gezeigt; war deshalb bei T b m.
lactis nicht ein noch uneinheitlicherer Ausfall dieser Priifung zu
erwarten? Diese Vermutung wurde durch die Tatsache noch ge-
stiitzt, dal Orla-Jensen fiir seine 6 in der Tabelle XXVIII sei-
nes schon oOfters zitierten Werkes aufgefiihrten lactis- Stamme
(Nrn. 6—11) nicht weniger als 5 verschiedene Girungssymbole fand.
Zieht man daraus als «arithmetisches» Mittel ein fiir diese Spezies
«allgemein giiltiges» Symbol, so wiirde sich ungefihr folgendes er-

geben: 7 8 9 10 11 12 13 14 16 18

Wollen wir unsere Befunde damit vergleichen, so miissen wir
uns bewuBt sein, daB dies nur bedingt statthaft ist, indem die von
uns verwendete Stickstoffquelle Wittepepton, Kaseinpepton und
Hefeautolysat enthielt, wihrend Orla-Jensen mit Nahrfliissig-
keiten arbeitete, welche als Stickstofiquellen die eine oder die an-
dere Substanz einzeln enthielten.

Von unseren 58 Stimmen zeigten nur 5, abgesehen von unbe-
deutenden Abweichungen, dieses Symbol, nimlich die Krn. 2, 3, 12,
31 und 56. Die Ubereinstimmung hiitte also nicht ungiinstiger ausfal-
len kénnen. Am auffallendsten ist, da von Orla-Jensenslac-
tis-Stimmen ein einziger (Nr. 6 mit Hefextrakt als Stickstofiquelle)
Alkohole, im vorliegenden Falle Mannit, angriff, wihrend von den
unserigen beinahe die Hilfte Sorbit und Mannit, entweder einzeln,
hiufiger aber beide zusammen, gesiduert hatten. (Vergl. auch Fig. V1)
Zu ihnlichen Freebnissen kamen Karnicki und Dorner (Lc
p. 1088), sowie Burriund Kollmann (L c. p.420), wobei die von
den beiden erstgenannten Autoren gepriifften Stdmme diese zwei
Alkohole allerdings immer nur in geringem MaBe vergoren haben.
Wir miiten demnach bei unseren Stimmen zwischen zwei verschie-
denen Girungssymbolen unterscheiden, chne daB wir dabei nur die
leiseste Absicht hitten, deswegen neue Arten aufzustellen. In unserer
Schreibweise wiirden sich die folgenden Gliederreihen ergeben:

7 8 9 10 11 12 13 16 und
5 6 7 8 9 10 11 12 13 16

Dabei kamen innerhalb der einzelnen Symbole wiederum die
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verschiedensten Abweichungen vor, indem 6fters noch weitere Sub-
stanzen vergoren wurden, bisweilen fielen auch einzelne oder meh-
rere Glieder aus. Auf eine weitere Unterteilung in Unterarten muB
trotzdem, vielmehr gerade deshalb verzichtet werden, da man da-
durch ins Uferlose geraten wiirde. Wir werden spiter noch einmal
auf diese Verhiltnisse zuriickkommen. weil sie im Hinblick auf die
bakterielle Dissoziation von Interesse sind. Als fiir die Diagnostik
zu verwendendes Merkmal mdochten wir hingegen die «Zuckerreihe»
bei Tbm.lactis an letzter Stelle aller in Betracht faliender Eigen-
schaften anfiihren.

Die Volutinbildung war bei Tbm. lactis bedeutend ausge-
priagter als bei Tbm. helveticum; sie war aber auch hier mit
irgend einer anderen Eigenschaft nicht in Zusammenhang zu bringen.

¢) Betrachtungen zur Gattung Thermobacterium
Orla-Jensen

Die Gattungsbezeichnung Thermobacterium scheint uns
fiir diese thermophilen, nicht sporenbildenden Stidbchen zutreffend,
sofern man die frithere Gattung Bacterium iiberhaupt aufteilen
und eine charakteristische Eigenschaft (im vorliegenden Falle die
Thermophilie) nicht nur in den Artbezeichnungen zum Ausdruck
bringen will, was nach unserer Ansicht im Interesse einer wissen-
schaftlich einwandfreien und zudem einfacheren Systematik unbe-
dingt von Vorteil wire.

Unsere 129 thermophilen Stibchen konnten wir, ohne daB die
Bestimmung der Girungssymbole nétig gewesen wiire, in zwei sich
deutlich voneinander unterscheidende Arten aufteilen. Die Wertig-
keit der einzelnen Eigenschaften erwies sich dabei fiir die Diagnostik
als verschieden.

Die morphologischen Merkmale sind teilweise sehr wohl zu dia-
gnostischen Zwecken verwertbar, sofern Kolonien oder Zellen in
typischer Form vorliegen. Thre Verwendbarkeit hingt aber in hoch-
stem MaBe von der Ubung und Frfahrung des Untersuchenden ab.
Bei der Bestimmung unserer Stimme konnten wir nur in wenigen
Fillen einzig an Hand der morphologischen Merkmale eine einiger-
maBen sichere Diagnose vornehmen, es muB aber bemerkt werden,
daB wir ihnen eben nicht die hochst mogliche Beachtung schenkten.
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Nach unseren Befunden zeigten sowohl helveticum- wie
lactis-Stimme eine Optimaltemperatur von 3742 °, was eine
Beniitzung dieses Charakteristikums zu diagnostischen Zwecken
ausschlieBt.

In jhrem Verhalten in Milch lieBen sich zwischen den beiden
Arten zum Teil wesentliche Unterschiede feststellen. Wiahrend alle
unsere lactis - Stimme in Milch nie iiber 1,8 %o Milchsidure zu bil-
den vermochten, zeigten die helveticum-Stimme einen ent-
sprechenden Wert von immer iiber 1,8 %/, in der Regel von iiber
29/o. Die letztere Menge wurde allerdings sehr haufig erst einige
Zeit nach der Isolierung erreicht. Wir mochien deshalb erneut auf
die Forderung hinweisen, daB Untersuchungsbefunde zu Bestim-
mungszwecken durch Wiederholungen sichergestellt sein miissen.
Die erzeugte maximale Siuremenge bei 30 und 37 © ist demzufolge
ein Kennzeichen fiir die zwei Spezies von hohem diagnostischem
Werte. Bei der Besprechung der beiden Arten haben wir ferner dar-
auf hingewiesen, daB beziiglich der maximalen Sduerungstempera-
turen zwischen Tbm. helveticumund Tbm. lactis deutliche
Unterschiede bestehen. Die Bestimmung dieser maximalen Siue-
rungstemperaturen, also der hochsten Wirmegradle, bei welchen die
Milch noch gesduert werden kann, oder auch der Maximaltempe-
ratur, d. h. der héchsten Temperatur, welche in einem giinstigen
Nihrsubstrate (Peptonschotte) gerade noch eine Vermehrung gestat-
tet, ist demnach fiir diagnostische Zwecke sehr wertvoll. Fiir Be-
stimmungszwecke ungeeignet scheint uns dagegen die Verwendung
der Siuerungsgeschwindigkenit (Gerinnungszeit), da sich frisch iso-
lierte Stamme der beiden Arten in dieser Eigenschaft iiberdecken
konnen; dagegen kann dieses Merkmal nach den Befunden von
Karnickiund Dorner (l.c. p.1088) bei an die Emmentalerkése-
rei angepaBten Organismen fiir diese beiden Arten deutlich verschie-
den sein und wird deshalb dort fiir die Diagnostik Bedeutung be-
sitzen.

Die Volutinbildung ist nach unseren Befunden weder fiir die eine
noch die andere Art ein typisches Kennzeichen, obwohl sie bei T b m.
lactis bedeutend hiufiger zu beobachten war als bei denhelve-
ticum - Stimmen, denn sie kann bei einzelnen Stimmen sowohl
der einen als auch der anderen Art fehlend bis kriftig sein.

An Hand der bis jetzt diskutierten Figenschaften war es uns
gelungen, die isolierten Thermobakterien in die beiden Arten T bm.
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helveticum und Tbm. lactis zu trennen. Die Zuckerreihe
sollte also die getroffene Bestimmung bestitigen oder in Zweifel
stellen. Beides war der Fall, indem eine Art einerseits Stimme um-
falite, welche das typische Symbol lieferten, anderseits aber auch
solche, die ein fiir die andere Spezies charakteristisches Gérungs-
symbol aufwiesen. Bei der Besprechung der Dissoziationsvorginge
bei Tbm. helveticumund Tbm. lactis werden wir hieriiber
nihere Angaben machen.

Neben diesen beiden Arten von Thermobakterien unterscheidet
nun aber Orla-Jensen noch drei weitere. Tbm. Jugu rt, wei-
ches dem Tbm. helveticum nahesteht und sich von diesem im
fehlenden Girungsvermogen fiir Maltose, im bedeutend schlechteren
Wachstum in kiinstlichen Nihrsubstraten und der Kolonieform unter-
scheiden soll. Unsere Stdmme Nrn. 14, 22, 24, 40, 42, 59, 65 und 71
von Tbm. helveticum (Tabelle 7), welche alle weder Saccha-
rose noch Maltose vergoren haben, konnten also zu dieser Art ge-
rechnet werden. Dall Orla-Jensens Stamm Nr. 13 (Original-
arbeit, Tabelle XXVIII), der aus bulgarischem J_ghurt isoliert wor-
den war, auf kiinstlichen Nihrsubstraten sehr schlecht gedieh, lieBe
sich damit erkliren, daB es sich dabei um eine ausgesprochene
Standortsvarietdt handelte. Der spezielle Kolonietyp scheint uns
nicht von groBer Bedeutung zu sein, denn erstens 148t der Autor
iiber die kulturellen Merkmale seiner iibrigen Thermobakterien-
stimme nichts verlauten und zweitens erstreckten sich seine Unter-
suchungen iiber die Spezies Tbm. Jugurt auf einen einzigen
Stamm. Wenn man beriicksichtigt, wie sehr gerade die Kolonieform
bei den Thermobakterien variieren kann, scheint es uns sehr gewagt,
fiir eine durch einen einzigen Stamm vertretene «Art» diese Figen-
schaft zur Differenzierung heranziehen zu wollen. In Anbetracht, daB
12 (Maltose) fiir Tbm. helveticum zu den inkonstanten, d. h.
nicht regelmiBig vergorenen Symbolgliedern gehért, sind wir der
Ansicht, daB§ es sich bei diesem Organismus um eine Standortsvarie-
tit von Tbm. helveticum in Joghurt handelt. Wie wenig geeig-
net gerade das Maltosevergirungsvermdgen zu Klassifizierungs-
zwecken ist, zeigen die Untersuchungen Kantardijeffs (31), der
unter 7 Jugurt-Stimmen 5 fand, die Maltose vergirten. Auch
Kuip und Rettger (40) fanden bei Thbm. Jugurt Stimme mit
Maltosesduerung und solche, denen diese Figenschaft nicht zukam.
Fiir eine Identitdt der beiden Thermobakterien sprechen ferner die
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Versuche Peters®), welcher mit Tbm. helveticum und
Tbm. lactis an Stelle von Tbm. Jugurtund Tbm. bulga-
ricum Joghurt herstellte, der sich in nichts von einem Original-
produkt unterscheiden lieB.

Tbm.bulgaricum Orla-Jensen (Originalarbeit, Tabelle
XXVIII, Stamm Nr. 14, aus Joghurt isoliert) unterscheidet sich von
Tbm. lactis im Fehlen des Maltosevergidrungsvermogens. In un-
serer Tabelle 7 sind einige Stimme zu finden (Nrn. 9, 29, 47 und 55),
welche in der erwihnten Art von Tbm. lactis abweichen und
demzufolge als Tbm. bulgaricum aufgefat werden konnten.
Unter Beriicksichtigung, da Maltose auch bei Tbm. lactis zu
den nicht regelmiBig vergorenen Zuckern gehdrt, scheint es uns
ungerechtfertigt, auf Grund einer derart schwankenden Eigenschaft
eine selbstindige Art abzutrennen. Kantardijieff (l.c), Wea-
ver (66) und Druckrey (21) haben gezeigt, daB das Maltose-
sduerungsvermogen bei Tbm. bulgaricum zu den schwanken-
den Merkmalen gehort; beachtenswert ist besonders, dafl es dem
letztgenannten Forscher gelang, maltosenegativen Stimmen das
Maltosevergirungsvermogen anzuziichten.

Amerikanische Autoren (Bergevy, l.c.) betrachten Tbm. Ju-
gurtund Tbm. bulgaricum als identisch und fassen sie unter
dem Namen Lactobacillus bulgaricus (Luerssen et
Kiihn) Holland zusammen. Auch aus diesen auseinandergehen-
den Auffassungen ist deutlich ersichtlich, daB es sich offenbar um
zwei schwer zu umschreibende, relativ groBen Schwankungen unter-
worfene Organismen handelt; ein Grund mehr, sie nur als RPassen
gewisser Arten zu betrachten.

Thermobakterien, welche die Milch nicht koagulierien, hatten
wir bei unseren Untersuchungen einige Male angetroffen. Aile
Stimme gingen indessen ein, bevor wir sie weiter priifen konnten.
Ob es sich dabei um Vertreter des Tbm. cereale oder stark ge-
schwichte Formen anderer Arten gehandelt hatte, war deshalb nicht
zu beurteilen.

Organismen, die mit dem von Kantardiieff (I. c.) beschrie-
benen Tbm. Burri hitten identifiziert werden konnen, haben wir
nicht angetroffen.

* Miindliche Mitteilung von Prof. A. Peter sel., Direktor der Molkerei-
schule Riitti-Zollikofen und Dozent fiir Milchtechnik an der Eidg. Techn. Hoch-
schule in Ziirich.
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Burri und Kollmann (l.c. p.422) haben anliBlich ausge-
dehnter Studien iiber die Thermobakterien im jungen Emmentaler-
kise auch auf die Zwischenformen von Thm. helveticum und
Tbm. lactis hingewiesen. Sie konnten einen Stamm isolieren, der
sowohl typische Eigenschaften der einen als auch der anderen Art
auf sich vereinigte, welche sich auf die Nachkommen vererbten. Wir
glaubten zuerst, in unserem lactis-Stamm Nr. 12 (Tabelle 7)
einen solchen Vertreter vor uns zu haben. Fiir Tbm. helveti-
cum sprach die groBe Siduremenge in Milch (2,1%0); das von ihm
gelieferte Garungssymbol mit der starken Vergiarung von Saccharose
und Salicin war selten typisch fiir Tbm. lactis; die maximale
Sduerungstemperatur von 45 ° erwies sich als intermediir. Schon
die erste Nachpriifung ergab aber nurmehr einen Siuregehalt der
bebriiteten Magermilch von 1,53 %, der sich bei weiteren Unter-
suchungen, abgesehen von geringen Schwankungen, im selben Rah-
men bewegte, sodaB sich dieser Organismus eindeutig als T b m.
lactis erkennen lieB.

Die Untersuchungen Burris und Kollmanns an je iiber
100 Stdimmen der beiden Arten sowie die unserigen, welche sich auf
die Priifung von 129 Stimmen erstreckten, zeigen einwandfrei, daB
solche Zwischenformen duBerst selten vorkommen. Gerade darin
sehen wir einen weiteren Grund, Tbm. helveticum und Tbm.
lactis als selbstindige Arten betrachten zu diirfen; anderseits
deutet gerade diese Zwischenform darauf hin, daB die beiden Arten
doch eine nahe Verwandtschaft aufweisen und deshalb auch als Ver-
treter derselben (GroB-)Art angesehen werden konnten.

D. Die Streptobakterien

Nach ihrer ausgesprochenen Tendenz, Ketten zu bilden, nennt
Orla-Jensen eine Gruppe von Milchsiurestibchen, in welche
auch das friilhere Bacterium casei a« v. Freudenreich
gehort, Streptobakterien und faBt sie als eigene Gattung auf. Als
sicher zu umschreibende Arten unterscheidet er Sbm.* casei
und Sbm. plantarum. Er betont aber, daB diese sehr nahe
verwandt und hiufig nur schwer von einander zu trennen sind.

* Abkiirzung fiir Streptobacterium.
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“There are probably a great nuivber of species, which are difficult to
distinguish one from anotker, owing to the gradual transitions between. I will
content myself with making distinction between the two extreme groups, the
typical cheese bacterium, Sbm. casei, reprcsented by the Bacterium
casei a which I have formerly described, and the typical vegetable bac-
terium, Sbm. plantarum.”

Die beiden Spezies unterscheiden sich in der Art der gebildeten
Milchsdure; Sbm. casei soll meistens d-, Sbm. plantarum
in der Regel i-Milchsiure produzieren. Aus den Tabellen XXIX und
XXX der Originalarbeit geht hervor, daB die zwei Arten beide For-
men hervorbringen kénnen. Sbm. ca s ei soll ein deutliches Kasein-
abbauvermogen besitzen, Sbm. plantarum dagegen nicht. Auch
bei diesem Merkmal muBite Orla-Jensen Ausnahmen machen,
indem seine plantarum-Stimme Nrn. 20 und 21 das Kasein
kraftig spalteten. Sbm. plantarum soll in der Regel Maltose
und Saccharose der Lactose vorziehen.

a) Streptobacterium casei Orla-Jensen
(Tabelle 8)

Synonyme: Bacillus a v. Freudenreich,
Bacillus casei a¢ v. Freudenreich,
Bacterium casei a v. Freudenreich,
Caseobacterium vulgare Orla-Jensen,
Lactobacillus casei (Orla-Jensen) Holland.

Die Stimme von Sbm. casei wuchsen auf Peptonschotien-
agar in Form von schmutzig-weiBen, erhabenen Kolonien mit
schwach gelapptem Rand. Auf gewdhnlichem Fleischwasseragar wa-
ren dieselben milchigweill; auf beiden Nih boden entwickelten sie
sich ungefihr gleich gut und bildeten Kolonien bis zu 2 mm im
Durchmesser. Bemerkenswert war das kriftige Wachstum in aero-
ben Ausstrichkulturen, wo die meisten unserer Stimme ebenso gut
gediehen wie unter dem anaeroben VerschluB.

Das mikroskopische Priparat aus Material ab festen Nidhrsub-
straten zeigte Stdbchen verschiedener Linge, einzeln, zu zweit oder
in kiirzeren Ketten angeordnet; von einer ausgesprochenen Ketten-
bildung konnte nicht gesprochen werden. Sehr deutlich trat dagegen
dieses Merkmal in Nidhrlosungen, z. B. in Nihrbouillon mit Kasein-
pepton als Stickstofiquelle, zu Tage, wo Ketten, aus 10 und mehr
Gliedern bestehend, anzutreffen waren. Im allgemeinen waren die
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einzelnen Zellen aus fliissigen Nihrsubstraten bedeutend kiirzer als
ab festen. Bilder, wie sie Orla-Jensen in dem seiner Arbeit
»The lactic acid bacteria” beigelegten Atlas zeigt, haben wir hiufig
beobachten konnen, Ketten, deren einzelne Glieder so kurz waren,
daB der Findruck von Streptokokken erweckt wurde. Ofters traten
gebogene Zellen auf, sodaB diese als Sbm. curvatum hidtten ge-
halten werden konnen; es gelang uns indessen nicht, fiir diese
Stimme andere, fiir den erwihnten Organismus typische Eigenschaf-
ten zu finden, wie z. B. hohere Maximaltemperaturen. Wir haben
deshalb keine unserer Streptobakterien als Sbm. curvatum
Orla-Jensen betrachtet.

Die Optimaltemperatur betrug bei den 9 zu Sbm. casei ge-
rechneten Stimmen 30—37 ° C.

Simtliche der von uns isolierten Vertreter dieser Art brachten
die Milch bei 30 und 37 © zum Gerinnen und zwar nach 1% (Nr. 2)
bis 7 Tagen (Nr. 9). Die Stimme Nrn. 2, 3 und 6 siuverten die Milch
auch bei 42 ° noch schwach, Nr. 2 sogar bei 45 °, ohne daB indessen
eine Gerinnung stattfand. Die bei 20 © aufgestellten Magermilchpro-
ben zeigten in allen Fillen Siuerung. jedoch nirgends Dicklegung.
Stamm Nr. 6 bildete mit 1.55°%0 die hochste Sduremenge unserer
casei- Stimme.

In der Zuckerreihe zeigten unsere Stimme mit denjenigen
Orla-Jensens, welche das lange Symbol aufweisen, die groBte
Ahnlichkeit. Der Unterschied bestand einzig darin, daf bei unseren
Priifungen die Saccharosevergiarung im allgemeinen kréftiger war.
Was die Orla-Jensen’schen Stimme mit dem kurzen Symbol
anbelangt, so stammten sie fast ausschlieBlich aus Kése eines gewis-
sen Alters: es ist deshalb leicht méglich, daB sie infolge des Milieus
die Fihigkeit verloren hatten. eine gréBere Zahl von Substanzen an-
zugreifen. Wegen der geringen Anzahl von isolierten und untersuch-
ten Stimmen verzichten wir, trotz der relativ geringen Streuungen.
auf die Angabe eines allgemein giiltigen Gédrungssymbols fiir Sbm.
casei.

In Anbetracht. daB das Kaseinabbauvermogen das wichtigste
Unterscheidungsmerkmal zwischen den beiden Arten Sbm. casei
und Sbm. plantarum zu sein scheint, haben wir alle Stdmme
auf diese Fahigkeit gepriift. Alle jene, welche diese Figenschaft in
ausgeprigtem MaBe besaBen, wurden zu Sbm. casei und alle
iibrigen zu Sbm. plantarum gerechnet.
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Die ebenfalls bei allen Stimmen durchgefiihrte Madelstichprobe
(Gasbildung) zeitigte iiberall ein negatives Resultat.

b) Streptobacterium plantarum Orla-Jensen

Synonyme: Bacillus pabuli acidi IT Weiss,
Lactobacillus pabuli acidi Bergey et al.,
Bacillus cucumeris fermentati Henneberg,
Lactobacillus cucumeris Bergey et al.,
Bacillus Wortmannii Henneberg,
Lactobacillus wortmannii Bergey et al.,
Bacillus listeri Henneberg,

Lactobacillus listeri Bergey et al.,
Bacillus maercki Henneberg,

Bacillus leichmanni IT Henneberg,

Bacillus beijerinckii Henneberg,
Lactobacillus beijerinckii Bergey et al.,
Lactobacillus pentosus Fred,
Lactobacillus arabinosus Fred,

Bacterium busae asiaticae Tschekan,
Lactobacillus busaeasiaticus Bergey et al.,
Bacterium brassicae Wehmer,
Lactobacillus brassicae Le Fevre,
Lactobacillus plantarum (Orla-Jensen) Bergey et al.

Sbm.plantarum soll sich von der vorgehend beschriebenen
Art in der Bildung eher kiirzerer Ketten (auf festen Nihrsubstraten
nur Einzelstibchen und ganz kurze Kettchen) und im Fehlen eines
ausgeprdgten Kaseinspaltungsvermégens unterscheiden. Maltose und
Saccharose werden der Lactose in der Regel vorgezogen; oft wer-
den Raffinose und Inulin und hiufiger als bei Sbm. casei auch
Rhamnose, Sorbit und Arabinose vergoren.

“Briefly then, these bacteria can on the whole, as was to be expected of
plant bacteria, utilise a far greater number of carbon sources than bacteria
living normally in milk, where there is no other source of carbon beyond
lactose.”

84 Stdmme, also die erdriickende Mahrzahl der isolierten Strep-
tobakterien, iiber deren wichtigste Eigenschaften die Tabelle 9
orientjert. reihten wir unter diese Art ein.

In morphologischer Hinsicht konnten wir weder im kulturellen
noch im mikroskopischen Bilde irgend welche charakteristischen
Merkmale wahrnehmen. Auf festen Mihrsubstraten traten wie bei
Sbm. casei bedeutend mehr Finzelzellen und hochstens kurze
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Ketten auf, ohne daB diese kiirzer gewesen wiren als bei der vor-
gehenden Spezies. In Bouillon, wo die Kettenbildung deutlich war,
konnten gegeniiber den casei-Stimmen ebenfalls keine Unter-
schiede beobachtet werden; auch hier waren die erwihnten Strepto-
kokkenformen festzustellen.

Fiir die Vermehrung am giinstigsten erwiesen sich Tempera-
turen von 30 und 37 ° C.

In steriler Magermilch zeigten 5 Stamme (Nrn. 5, 18, 75, 78 und
84) ein so geringes Wachstum, daB sie dieselbe nur unbedeutend zu
<duern vermochten. Alle iibrigen brachten die Milch bei 30° zum
Gerinnen; die Nrn. 1, 2, 4. 11, 12, 13. 19, 20. 26. 33, 47, 48, 56, 67. 68.
76. 81 und 83 lieBen diese Fihigkeit bei einer Bebriitungstemperatur
von 37 © vermissen. Bei 42 ° trat nur noch in vereinzelten Fillen eine
Koagulation ein. und zwar nicht etwa ausschlieBlich bei Stimmen,
welche ihr Wachstumsoptimum bei 37 © fanden. sondern auch bei
weniger wirmebediirftigen. Anderseits zeigten die Nrn. 10, 28, 54. 55
und 71 trotz einer Optimaltemperatur von 37 ° bei 42 ° gar keine
Siurebildung mehr. Die bei 45 ° aufgestellten Milchproben zeigten
fiir die Stimme Nrn. 3, 9, 22. 29, 45. 49, 62. 64, und 80 noch eine
geringe Siuerung, ohne daf nach Ablauf von 10 Tagen eine Gerin-
nung zu beobachten war. Interessant ist. daf sich auch unter diesen
noch Stimme befinden, welche bei 30 ° die iippigste Vermehrung
zeigten. Im allgemeinen waren die von uns gefundenen Gerinnungs-
zeiten etwas kiirzer als die von Orla-Jensen angefithrten. Dies
gilt allerdings nur fiir die frisch isolierten Stdmme. spiter wieder-
holte Priifungen ergaben. daB alle die Milch noch séuern konnten,
die wenigsten vermochten sie jedoch mehr zu koagulieren, eine Fi-
genschaft, auf die auch Orla-Jensenund Baumann (1c. p. 40)
hinwiesen. Inwieweit es sich hierin um ein Differenzierungsmerkmal
fiir die Sireptobakterien handelt. vermochten wir nicht zu entschei-
den. indem mit nur 9 Vertretern die Zahl der untersuchten casei-
Stimme zu gering war. Wir konnten nur soviel feststellen, daf es
auch plantarum - Stimme gibt. welche das Milchgerinnungsver-
mogen wihrend Jahren beibehalten konnen.

Die Zuckerreihe ergab in der Hauptsache Ubereinstimmung mit
den Angaben Orla-Jensens, wobei wir mehrheitlich auf das
lange Symbol stieBen. AuBer bei Xylose, Rhamnose und Stirke, die
wenn iiberhaupt. immer nur schwach angegriffen wurden, resultierte
bei allen anderen Zuckern eine mittelstarke bis kraftige Frniedrigung
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des pH-Wertes. Als konstanter Teil der gefundenen Garungssymbole
erwies sich: 6 7 8 9 10 12 18

nicht regelmiBig angegriffen wurden die restlichen 11 Substanzen.
In Ubereinstimmung mit den Befunden von Orla-Jensen wurde
auch von unseren Stimmen in der Regel die Maltose der Lactose
vorgezogen; eine Bevorzugung der Saccharose, deren Vergirung
sogar hin und wieder ganz ausblieb, konnte nur selten wahrgenom-
men werden. Durch unsere Schreibweise kommt diese intensivere
Vergirung von Maltose in den allerwenigsten Fillen zum Ausdruck,
da meistens auch der Milchzucker kriftig gesiuert wurde. Einwand-
frei zeigte sie sich jedoch im zahlenmiBigen Wert der pH-Ernied-
rigung, wie die folgende Zusammenstellung an einigen Beispielen
demonstrieren soll:

Stamm pH-Erniedrigung in

Nr. Maltosebouillon Lactosebouillon

1 2,3 1,8

0,9 0,6

20 2,1 1,4

27 1,8 1,2

34 2,2 1,4

45 2,3 1,9

57 1,9 1,3

80 2,1 1,6

Lactose wurde einzig von Stamm Nr. 75 nicht vergoren, der auch
die Milch nie zum Gerinnen brachte. Ausgesprochener als nach
Orla-Jensen waren nach unseren Befunden die Vergdrungen
von 3 (Arabinose) und 14 (Raffinose). Als «Normalsymbol» wiirde
sich daher bei Nichtberiicksichtigung der Intensitit folgendes Bild
ergeben (siehe auch Fig. VII im Anhang):

3 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 18

Die Tabelle XXX in Orla-Jensens Werk zeigt, daB auch
die meisten der aus Kise oder anderen Milchprodukten isolierten
plantarum-Stamme ein verkiirztes Girungssymbol lieferten,
eine dhnliche Erscheinung wie bei Sbm. casei, welche als De-
generation infolge des Milieus angesprochen werden kann.
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Abgesehen von 4 Stimmen (Nrn. 25, 41, 58 und 81) konnten wir
in keinem Falle ein deutliches Kaseinabbauvermégen beobachten.
Diese 4 wiirden auf Grund dieser Figenschaft eigentlich zu Sbm.
casei gehoren, infolge des duBerst kriftigen [nulinvergiarungsver-
mogens reihten wir sie aber unter Sbm. plantarum ein, wobei
wir uns a'lerdings voll bewuBt sind, daB das erstere ebenso richtie
gewesen wire.

¢c) Diskussion der Untersuchungsbefunde
bei der Gattung Streptobacterium Orla-Jensen

9 der 93 isolierten Streptobakterienstimme lieBen sich als S b m.
caseiund die restlichen alsSbm. plantarum bestimmen. Dabej
mufBte als hauptsichlichstes Differenzierungsmerkmal das Kasein-
abbauvermégen. also eine schwankende Figenschaft, Verwendung
finden. Die erdriickende Mehrzahl der genriiften Stimme zeigte ein
langes Gérungssymbol, ohne fiir die eine oder andere Art typische
Glieder aufzuweisen. Sofern man diese Bakterien in einer selbstin-
digen Gattung zvsammenfassen will. wovon wir aus den bei den
Thermobakterien erwihnten Griinden Abstand nehmen mochten,
wire die Bezeichnung Streptobacterium zutreffend. denn die
Kettenbildung hat sich bei allen unseren Stimmen. entsprechende
Kultivierungsbedingungen vorausgesetzt, als konstant erwiesen.

Aus den Angaben von Orla-Jensen und Baumann (. c.
p.40). sowie aus unseren Befunden geht hervor. daB Shm. casei
und Sbm. nlantarum bedeutend mehr gleiche als ungleiche Fi-
genschaften aufweisen. Bei den morphologischen Merkmalen. der
Optimaltemperatur. der maximalen Sduerungstemperatur und der
Zuckerreihe sind deckende Resultate die Regel. Was die proteolyti-
schen Fihigkeiten anbelangt. so hat Orla-Jensen selber Stimme
von Sbm. plantarum beschrieben. welche Tnulin oder irgend
einen anderen, eher fiir diese Art sprechenden Zucker nicht angrif-
fen. in Milch aber iiber 5% léslichen Stickstoff bildeten, also ein
deutliches Kaseinabbauvermogen erkennen lieBen. Es diirfte schwie-
rig sein. eine scharfe Grenze zwischen <kriftizers und «schwachers»
Kaseinspaltung zu ziehen, sodaR svbjektive Finfliisse ausgeschaltet.
und diesem ohnehin schon stark schwankenden Merkmal zu dia-
gnostischen Zwecken erhdhte Bedeutung zukommen wiirde. AuBer-
dem mochten wir in diesem Zusammenhang auf die Untersuchungen
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Hornbostels (29) hinweisen, dem es gelang, plantarum-
Stimmen das Kaseinabbauvermodgen in Milch teilweise anzuziichten.
Wir sind deshalb der Auffassung, daB Sbm. casei und Sbm.
plantarum eine einzige Art darstellen, wobei der letztere sehr
hiufig in pflanzlichem Material anzutreffende Organismus wohl die
Urform und Sbm. casei eine Varietit oder Rasse derselben re-
priasentieren diirfte.

E. Die Betabakterien

Die von v. Freudenreich erstmals beschriebenen Bac-
terium casei y und Bacterium casei ¢ wurden von
Orla-Jensen in der Gattung Betabacterium (Beta —
Riibe) zusammengefaflt. Es handelt sich um Organismen, welche
neben Milchsidure eine Menge anderer Stoffwechselprodukte herver-
bringen, wie Kohlensiure, Bernstein-, Essig- Propion- und Ameisen-
siure, und die demnach die Ubergangsformen zu den unechten
Milchsiurebakterien, den Coli- und Aerogenesbakterien darstellen.

Nach Orla-Jensen kommen dieser Gattung die folgenden
charakteristischen Eigenschaften zu:

Die Vertreter der Gattung Betabacterium bilden in der
Regel auBer Milchsdure bemerkenswerte Mengen von (Gas und an-
deren Nebenprodukten. Die gebildete Milchsdure ist fast immer in-
aktiv. Sie wachsen gut in Hefeextrakt, aber als Regel schlecht in
Milch. Sie vergiren nie beachtliche Mengen von Mannit, Inulin, Dex-
trin, Stirke und Salicin und besitzen ein verhiltnismiBig geringes
Mannosevergirungsvermogen. '

Der genannte Autor unterscheidet zwischen:

a) Arabinose vergirenden Stimmen. Maximaltemperatur 38° — Bbm.
breve (Bact caseiy v. Freudenreich).

b) Arabinose nicht, dagegen hiufig Xylose und in der Regel Raffinose
vergirenden Stimmen. Maximaltemperatur 45° — Bbm. longum
(Bact.casei ¢ v.Freudenreich).

Unsere 122 gepriiften Betabakterienstimme verteilten sich nach
Art und Zahl wie folgt:

Bbm*breve 81 Stdmme
Bbm. longum 41 Stamme.

* Abkiirzung fiir Betabacterium.
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a) Betabacterium breve Orla-Jensen
(Tabelle 10)
Synonyme: Bacillus y v. Freudenreich,
Bacillus casei y v. Freudenreich,
Bacterium casei y v. Freudenreich,
Bacillus brassicae fermentatae Henneberg,
Lactobacillus fermentatae Bergey et al.,
Bacillus panis fermentati Henneberg,
Lactobacillus panis Bergey et al,
Bacillus acidophil-aerogenes Torrey et Rahe,
Lactobacillus acidophil-aerogenes Bergey et al,,
Lactobacillus pentoaceticus Fred,
Lactobacillus Iycopersici Mickle,
Bacterium soya Saito,
Lactobacillus soya Bergey et al,,
Lactobacillus brevis (Orla-Jensen) Bergey et al.

Runde, ziemlich erhabene, feuchte, feiner oder grober kristalli-
nische Kolonien mit bliulichem Anflug im jungen Stadium, welche
sich mit der Zeit gelblich verfirbten, waren die Regel. Diese Farb-
verdnderung scheint, fiir die Betabakterien ganz allgemein, typisch
zu sein. Auf Peptonschottenagar war das Wachstum gewdohnlich
besser als auf Nihragar und unter anaerobem VerschluB iippiger
als in aerober Kultur. Einige Stimme bildeten auf gewshnlichem
Agar nur kiimmerliche Kolonien, diese zeigten in der Folge auch
die geringste Zuckervergirung, sowohl was die Intensitit als auch
die Anzahl der angegriffenen Substanzen anbelangt. Ausstrichkul-
turen auf demselben Nahrboden lieBen oft Kolonien erkennen, welche
kleinen Wassertropfen glichen und die nach Bergey (Lc) fiir
Bbm. longum typisch sein sollten; wir haben sie aber auch wie
gesagt bei Arabinose vergirenden Stimmen (Bbm. bre v e) beob-
achtet.

Das mikroskopische Bild lieB in der Regel einzeln liegende
Stibchen verschiedener Lénge (im Mittel 235 u lang) erkennen.
In aeroben Kulturen waren die Abweichungen immer groBer und
hiufig konnten sehr lange Zellen und Monstrosititen wahrgenom-
men werden. Die groBte Ausgeglichenheit in der Gestalt wurde bei
anaeroben Ausstrichkulturen von Peptonschottenagar festgestellt. In
Bouillon traten neben normal dimensionierten Stibchen in der Regel
auch Faden auf, bisweilen waren die Zellen in Ketten angeordnet,
eine Tendenz, die auf festen Nihrsubstraten nur duBerst selten er-
kenntlich war.
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Als optimale Wachstumstemperaturen erwiesen sich 30 und
27° C.

Von besonderem Interesse ist das Verhalten dieser Bakterien in
Milch, in der sie in den meisten Féllen nur schlecht ihr Auskommen
finden. So haben wir keine Stimme auffinden konnen, die in diesem
Substrate bemerkenswerte Mengen von Sdure zu bilden vermochten.
Stimme, die in frisch isoliertem Zustande die Milch nach Ablauf
mehrerer Tage koagulierten, hatten diese Fihigkeit anldBlich der
Weiterziichtung auf kiinstlichen Nahrsubstraten bald, gewohnlich
schon nach der ersten, aber spitestens nach der dritten Uberimp-
fung verloren. Bei 30 © bebriitet, waren nur 12 Stimme (Nrn. 2, 9,
10, 27, 37, 41, 42, 54, 61, 67 und 79) im Stande, die Milch dickzu-~
legen; bei 37 ° waren es die gleichen, dazu kamen ferner die Stimme
Nrn. 23, 60 und 73. Ganz wesentlich hoher war die Zahl der die
Milch koagulierenden bei 42 °. einem Wiarmegrad, der breits ober-
halb der von Orla-Jensen fiir diese Betabakterienart angege-
benen Maximaltemperatur liegt, es waren deren 35. Diese Tatsache,
auf die schon Burri und Staub (lL.c. p.626) anliBlich Unter-
suchungen iiber Bacterium casei delta hingewiesen hatten,
5Bt sich durch folgende Fihigkeit der Betabakterien erkldren. Die
erdriickende Mehrzahl der Milchsiurebakterien bildet die maxima-
len Siauremengen bei Temperaturen, welche mehr oder weniger weit
unterhalb der Optimaltemperatur liegen; nicht so die Betabakterien,
von denen viele, wie die untenstehende Tabelle an wenigen Beispie-
len zeigen soll, auch bei 42 © die gleiche Sduremenge hervorbringen
wie bei 30 oder 37 ° C.

Stamm Menge der gebildeten Sdure in %o bei
Nr. o° | oare 42° 45°
5 0,24 0,23 0,20* 0,11
23 0,19 0,36* 0,31% 0,09
25 0,06 0,23 0,26* 0,02
63 0,11 0,23 - 0,25* 0,10

* — Milch geronnen.

Die gebildeten Siuremengen geniigen in der Regel nicht, die
Milch bei 30 oder 37 °© zum Gerinnen zu bringen, wohl aber bei 42 °,
da ja die zur Dicklegung notige Sduremenge mit ansteigender Tem-

79



1) FL (1) 21 11 01 8 (1) g€ ©) -+ [ ro 0g Lz
FI €1 ¢I II 0l 6 8 L O € ¢ — - 110 0g <
F1 €1 CI 11 o1 8 (4 + (1) ST L€ 474
VI €1 T 11 01 (6) 8 L € C — on) 120 1€ v
1 €1 21 II 01 8 (L) € (<) ++ °f 9¢°0 LE—0¢ 4
P1 €1 €I (11 8 L (9) £ 2 + - 010 0g e
8D ©n PL €L 21 1T O (6) 8 L € ¢ —_ - 810 0g i
(81) 91) PL €1 21 11 OI (6) 8 2L € ¢ ++ — 10°0 0g 0c
1) (P1) €1 CI 11 O1 (6) 8 2 4 + — S1°0 0g 61
1) (FP1) €1 21 (X1) O1 (6) 8 L € Z + - 200 Le—0¢ SI
1 VI €1 21 11 OI (6) 8 (L) F) € @) + — 81°0 0g Ll
FI €I I 11 0T (6) S (L) € () ++ 1) 220 0¢ o
VI €1 C1 11 ol 8 (L) € (2) - - £0°0 0g gl
PT €1 2T 11 01 6 8 (L) £ + + 1) ¥20 LE—0E Pl
1) FL €1 21 II O 6 8 (1) € (2) ++ 1) 220 0¢ €1
VI €1 21 11 01 (6) 8 (L) 3 — - L0'0 0g Z1
FI €1 21 11 OI (6) 8 (L) € + - 80°0 0g Il
PI €I 21 11 O 6 8 (L) € + 6 Pr'0 o€ 01
PI €1 21 01 OI (6) 8 € ++ ¢l avo LE—0E 6
PE €T 21 II OI 6 8 € + - 1o 0¢ 3
Vi €1 21 11 0@ (6) 8 € + ((29) 020 0¢ L
PI €1 2T IT O1 (6) 8 € -+ - 910 0g 9
FI1 €1 21 11 oI (6) 8 € + +(S1) jZAll) 0g ¢
FI €1 21 11 OI (6) 8 € -+ — 0z'0 LE 4
FI €1 21 11 O (6) 8 1S ++ — P10 LE £
FI1 €1 21 11 OI (6) 8 € + cl PF0 L zZ
1) FI €1 2F 11 01 (6) 8 ¢ -+ - 91‘0 0g I
ase], °fy Ul iy @\
loquwdissSunigp * ﬁw%,mﬁ ERGAE i -m.k_ww_zwu zE
$1q }1Z DEIVIGED) -do ]
0l 3l1eqeL

80



yoI1p Jnjesadwa], 1a1aygy

19p0 2 19q Inu YO[iY SIp USI39| ‘481 Uaqosasue ld(Yey7 9ISWWE[}I3UIR YoInp JInepsIuUnuuLiar) ualap QUIWBIS .\
Ale3dau = —
sunp[iquaselq Jeueyong wil ‘goemyds = x
UQSSIIIOZ UONSUl] Wwiag plim Iedy ‘ieisppiu — +
U9SSIIIOZ onsulg auyo plim Iedy ‘3uiedy = + 4
O1)(ET) 1 €1 I 0l (6) 8 L £ C ++ (6) €20 0g ¥<
S ¥1L €1 2 01 8 L € c _ — - Le €g
PI €1 21 11 OI (6) 8 L &) € ++ (®) - LE—0€ A
<L 1T o1 L € ++ — - 0¢ i<
F1) €1 21 11 01 8 £ -+ @n - 0g 08
n el 21 I 01 (6) 8 L (9)(9) £ T — — 0t o
I €1 21 11 Ol 6 8 L € ++ 1) - 0¢ Sy
P1 €1 21 (11) o1 8 L € ¢ -+ (e1) _ 0€ [A7
81 @) F1 €1 21 11 01 6 8 L ©) - @n - 0¢ oF
€1 <1 01 8 L ¥) € F (51) 12°0 0¢ 514
4 01 (8) €) T - 60°0 (9 44
1) <l Il o1 8 £ (@) + -+ - 810 LE S 4
PL €1 21 11 OI (6) 8 L € - 8 IS0 L€ 44
(ST) ¥1 €1 CI 11 oI 8 € (N + L 9%*0 0g 8%
PT(EI) X II 01 6 8 L (9)(9) £ + -+ - 90°0 0t 0F
(9] [ 4 | 1) (6) 8 (9 ©) + + - <10 0¢ 6¢
[ | on 8 L € < + r1) 1Z°0 0g NE
PT1 €1 21 11 o1 8 € + 3 00 0¢ LE
¢l IT 01 L £ - ((4)) 60 0g 9¢
4} <r 11 (01) 8 L € + - 60°0 LE—0¢E ce
€Yy <1 11 01 6 8 L € (2) F (€1) [zt LE—0E e
€1 21 Il oI (6) 8 2 (©) ++ (S1) 9z'0 Le e
©n PI €1 CI IT O (6) 8 L ) ¢ + cn) 0£‘0 LY C
<l 11 01 8 ©) + - 00'0 0g Ie
<1 1T ol 8 € + - 110 0¢ 0g

.- ~w - - aw ' Ardn P _run zm

81



g1 21 (1) oI 8 £ (2) +4 - — 0¢ I8
(LT) (91) VI €1 21 TI Ol 6 8 < £ ++ 1)) — o€ 08
el el oI (6) 8 £ (e I 11 — 0€ 6L
1) €1 21 01 8 (L) e I 1) — 0€ 81
@n £ ¢ +4 — — L€ LL
PI €1 21 11 Of (6) 8 L £ + + — — L€ L
PI €1 21 11 O 6 8 2 £ ++ — — L€ )
PI €1 2L (O OF 6 8 2 £ + 11 — o€ tL
©on) P €L 21 11 oI 8 L (S ¢ + — — 0e ¢l
(s1) er 2l o1 (8) ©) (@) + @n — 0€ 2L
el 01 (6) 3 ¢ ++ — 91°0 Le—0¢ 1L
el 21 01 8 ¢ — — P1°0 0¢ 0L
1) (1) PI €L 2L 11 OI 6 8 L £ + @n 020 0¢ 59
N @) () € ¢ — — 100 o€ 29
(L1) 2 B 7 01 8 € ¢ T 8 €70 0€ 19
FI €L 21 11 o1 (6) 8 2 ) — — 01°0 L€ 99
g1 2l 01 8 ¢ + () 12°0 L€ 59
1) PT EL 21 11 OF 6 8 L (9) (b) € + — €10 L€ F9
(1) €1 2 11 01 6 8 £ ) + (€1) 92'0 Le—0¢ £9
KA 01 € (@) + — 100 0€ 29
PL €1 21 I 01 8 L £ ++ zl Pr0 LE—0¢ 19
1) €1 21 01 (6) 8 € ++ Pl 9¢0 o€ 09
el 01 (8) L £ (@)() — 8 £e’0 o€ 68
PI €1 21 )| 8 € — — L1°0 L€ 8¢
1) €1 21 01 8 £ (2) — (1) 820 0¢ L8
PIO€1 2 I 8 £ £ ¢ T 8 PS0 0¢ 9y
}a1ziuy 44 — 00 3 ge
01 3112gel uoA Sunz}as)lo,]

82



peratur kleiner wird. Anderseits brachten einige unserer Stimme,
welche die Milch bei 30 und 37 ° dicklegten. diese Verinderung bei
42 ° nicht mehr zu Stande, weil diese Temperatur ihre obere Wachs-
tumsgrenze (Maximaltemperatur) bereits iiberstieg. Diese Verhilt-
nisse werden durch folgende kleine Zusammenstellung illustriert:

Stamm Menge der gebildeten Siurz in %o bei -
Nr. ° | 37° 42° 45°
37 0,38% 0,40* 0,00 0,00
54 0,54* 0,41* 0,00 0,00
61 0,25 0,34* 0,03 0,00
67 0,43* 0,40% 0,08 0,00

Die Gerinnungszeiten derjenigen Stimme, die die Magermilch
ausschlieBlich bei 42 © koagulierten, sind in unseren Tabellen 10 und
11 durch eingeklammerte Zahlen gekennzeichnet.

Die genaue Maximaltemperatur fiir Bbm. breve haben wir
nicht ermittelt. Trotzdem wissen wir, daBl sie bei vielen unserer
Stimme hoher als von Orla-Jensen mit 38 ° angegeben liegen
muBte, denn diese lieBen ja selbst in Milch. welche fiir die Betabak-
terien ein ungiinstiges Nihrsubstrat darstellt. hiufig bei 42 ° noch
Wachstum erkennen. Die Verhiltnisse bei den Betabakterien zeigen
ferner mit aller Deutlichkeit, welchen Trugschliissen man sich hin-
gibt, wenn die Optimaltemperatur fiir Milch koagulierende Staimme
mit Hilfe der Gerinnungsmethode bestimmt wird.

Sehr typisch, nicht nur fiir Bbm. breve, sondern iiberhaupt
fiir die Betabakterien, ist das liickenhafte Bild der Zuckerreihe (Fig.
VIIL und IX des Anhanges). Diese Beobachtung kann allerdings nur
bei in frisch isoliertem Zustande gepriiften Stimmen gemacht wer-
den. AnliBlich dieser ersten Priifung wurden von unseren Stdmmen
einzig 3 (Arabinose) und 12 (Maltose) regelmiBig angegriifen, wih-
rend selhst die Vergirung der Hexosen, jener Kohlehydrate also,
die von den Bakterien, sofern sie iiberhaupt welche angreifen, am
leichtesten zersetzt werden, groBe Liicken aufwies. Die von uns
erzielten Resultate decken sich restlos mit denen Orla-Jensens
und Baumanns (. c. p.40). Als Grund dieser mangelhaften Zuk-
kervergirung diirfte die von letzterem gegebene Erklirung wahr-
scheinlich sein, daB die Betabakterien auf Umweltseinfliisse wie Ein-
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wirkungen der Salzsiure des Magens, der bakteriellen Stoffwechsel-
produkte und Bakteriophagen empfindlicher sind als andere Bak-
terien und besonders als diejenigen der endemischen Flora.

Auffallend und typisch ist das sozusagen immer geringe Man-
nosevergirungsvermogen der Betabakterien. Relativ hiufig wurde
von unseren Stimmen Raffinose zersetzt, eine Eigenschaft, welche
nach Orla-Jensen vorwiegend dem Bbm. longum zukom-
men sollte. Auskunft {iber das vollstindige Girungssymbol kénnen
nur «regenerierte», d. h. wihrend einiger Zeit auf giinstigen kiinst-
lichen Nihrsubstraten geziichtete Stimme geben; allerdings ist dann
von der charakteristischen liickenhaften Vergirung in der Regel
nicht mehr viel zu sehen.

Als typisches Bild haben wir an Hand von zu verschiedenen
Zeiten wiederholten Priifungen die nachstehende Gliederfolge er-

halten: 3 7 8 (9 10 11 12 13 (14

Interessant ist, daB darin 7 (Fructose), welche von frisch isolier~
ten Stdmmen oft iiberhaupt nicht angegriffen wurde, unter den krii-
tig gesduerten Substanzen erscheint.

In unserer Tabelle 10 fillt auf, daB die ersten Stimme alle das-
selbe, fast keine Liicken aufweisende Symbol zeigen, eine Erschei-
nung, die sicher daher riihrt, dafl diese vor ihrer ersten Priifung
langere Zeit in C-Agar (mit verdautem Kasein als Stickstoffquelle)
aufbewahrt worden waren, wihrend unsere Zusammenstellungen ja
sonst die Verhiltnisse bei den frisch isolierten Organismen wieder-
geben.

Die Gasbildung vieler unserer Stimme war derart kraftig, daB
der Agar in hoher Schichtkultur ohne vorherigen Nadeleinstich zet-
rissen wurde (in der Tabelle mit +-+ vermerkt). Wihrend bei an-
deren durch die Nadelstichprobe der feste }ihrboden gesprengt
wurde (+), zeigten weitere nur im Stichkanal aufsteigende Gasblis-
chen (£); nur bei vereinzelten Stimmen zeitigte diese Priifung ein
negatives Resultat (—).

b) Betabacterium longum Orla-Jensen

o

Synonyme: Bacillus ¢ v. Freudenreich,
Bacillus casei ¢ v.Freudenreich,
Bacterium casei o v.Freudenreich,
Bacterium gayonii Miiller-Thurgau et Osterwalder,
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Lactobacillus gayonii Pederson,

Bacterium intermedium Miiller-Thurgau et Osterwalder,
Lactobacillus intermedium Bergey et al.,

Bacillus aderholdi Henneberg,

Lactobacillus longus Bergey et al.,

Lactobacillus fermenti Beijerinck.

Die 41 verbleibenden, Arabinose nicht vergirenden, in der T a -
belle 11 zusammengefaliten Betabakterienstimme rechneten wir
zu Bbm. longum.

Die makroskopische Morphologie lie gegenitber Bbm. breve
keine augenfilligen Unterschiede erkennen. Im mikroskopischen
Bilde sollten lingere Zellen als bei der Arabinose vergidrenden Art
wahrgenommen werden konnen. Diese Beobachtung konnten wir
nicht einmal in 50 %% der untersuchten Fille machen, indem nur 15
Stimme deutlich lingere Stibchen von im Mittel 4—6 u Linge
(Bbm.breve 2—35 u Linge) zeigten, aber auch unter diesen wa-
ren immer einzelne Kiirzere Formen zugegen.

Auch bei dieser Betabakterienart stellten wir eine Optimaltem-
peratur von 30—37 ° C fest. Finzig die Stimme Nrn. 8 und 9 wiesen
eine solche von 37—42 ° und Nr. 26 von 42 ° auf und kamen damit
an die in Bergey's Diagnostik (I.c.) angegebene Optimaltempe-
ratur von 41—42 ° heran.

Die Verdnderung der Milch, iiber die die Zusammenstellung auf
Seite 88 auszugsweise orientiert. ging #hnlich wie bei Bbm.
breve vor sich, mit dem Unterschiede. daff zwei Stimme (Nrn. 8
und 9) die Milch selbst bei 45 ° noch dicklegen konnten.

Wir haben auch bei dieser Art in der Tabelle 11 die Gerinnungs-
zeiten jener Stimme, welche die Milch nur bei 42 ° koagulierten,
durch eingeklammerte Zahlen aufgefithrt. Gleich wie bei Bbm.
breve gab es bei Bbm. longum Stimme, die wohl bei 30 und
37 ° eine gallertige Konsistenz der Milch bewirken konnten, dagegen
bei hdherer Temperatur diese nurmehr dnfBerst gering sduerten oder
itberhaupt in ihr kein Wachstum mehr zeigten. Das besagt aber nicht,
daB die Maximaltemperatur fiir diese Stimme nicht bei 45° oder
nach Bergey gar bei 50 ° liegen kann, weil ja die Milch fiir die
Betabakterien ein schlechtes Nidhrmedium darstellt. In bezug auf
den Verlust des Gerinnungsvermdgens von Milch verhielten sich die
longum-Stimme ¢leich wie die Vertreter von Bbm. breve.

Nach Orla-Jensen soll sich Bbm. lTongum von Bbm.
hreve durch das Unvermdgen, Arabinose anzugreifen und im hiu-

85



oL vu ur 14

\~rs AR AV AT vy ot
(F1) €1 21 11 OI (6)(8) @) + -+ 01 9¢°0 LE L
PI €1 21 1T (O1) 8 (L) < F — I7°0 144 92
I €1 21 11 o1 8 ++ — zz'o LE—0¢ 14
€1 CI 01 (6)(8) L + -+ — 80°0 LE |4
1) 2l (o1) Z ~ — 020 s ez
vI €1 I XTI Ol 6 8 + -+ — €10 Le ac
(s1) el CI (1) 0x 6 8 L ) + €19) L20 0g Ic
4! <1 1T (01) 8 (L) @) ++ —_ [{0K1] 0¢ [V/4
(FP1) €1 C1 11 o0l (6) 8 (L) 9162) — (§2))] Se0 JAS 31
¥I €1 2@ (11)(01) 8 ) @) + — A Le—0¢ ST
OD(EI) ¥I €1 2l (01)(6) 8 ++ — 91°0 0¢ Ll
€1 2l 11 OI s L ++ — z2e'0 0¢ 91
I €1 CF 11 8 L + vl ceo 0¢ Sl
(ST) #1 €1 21 01 8 < ++ — P10 0g Pl
1 (I1) 01 (%) 4 ++ — 60°0 JAS £l
9] FHEL) S 11 oI 6 8 2 4 - - P10 Lg cl
91 €l 2I (I1) 01 (6) 8 L 4 + (€1) 2] 0¢g il
el I 01 ++ - €1 9¢°0 o€ 01
©I1) PL €1 ¢ 11 01 (®) (L) + ((49) 6z'0 ch—LE 6
€1 21 01 (6) § (L) c - (S1) 2e0 ch—LE S
91 k1) €1 <1 0T (6) 8 L < + cl L¥0 LE—0¢€ A
(81 1) €L ¢ I1 o1 (6) 8 ¢ (1) + 4+ cl 8€°0 L€—0¢ 9
91 PT €1 21 11 O 6 8 L ++ @n 620 0¢ 1Y
91 €cna I 0 8 L @) + + — LT°0 0¢ |4
(L1)(91) €1 21 1T OF (6)(8) L c + (49 9z0 0¢ ¢
(L1)(91) €1 ¢ II O 6 & 2% @) F (s1) 120 L€ Z
91 €l 2 (1) 01 6 8§ 2L 4 + - — Le 1
ade], o/ Uy m 7
loquisssuniyn adwns i G wmw o wedim o
SIq 39Z  9)9PIIGSD -do 2

I1 9l3gel

86




on

(L1) 91

€1
vI €l
el
el
FE €l
el
1)
VI el
(€1
vl €l
vL €l

cl
(4
4}
cl
al
cl
cl
4}
4|
4}
¢l
4}

(1)
(in) o1
01 (6)

In ool
01 6
I or 6
11
(11 (1)
01
an or 6
1 o1

Q0 Q0 OO @0 OO @

e o]

N~

I~ =

++

++

—+

++

++

++

(Y}

(€1

P2 AN

00°0
60°0
6€°0
€10
02°0
9¢°0
ST1°0
€00
8E°0
P00
010
az'o

Amén

0e
Le
Le—0¢
Le
0e
0¢
0€
L
0€
Le

0¢

to

I+
V7

8¢
Le
9¢
ce
2%
€€
e
1€
€

“z7

87



Stamm Menge der gebildeten Sidure in o bei:

Nr. 30° 37° 42° 45°
2 0,18 0,21 0,21* 0,00
3 0.20 0,26 0,25 0,05
5 0,13 0,29 0,27 0,10
6 0,38* 0,35* 0,13 0,00
7 0,35+ 0,47+ 0,30* 0,14
8 0,26 0,32% 0,20* 0,20*
9 0,19 0,23 0,25* 0,23*

10 0,36* 0,33* 0,18 0,00
1 0,20 0,29 0,34* 0,17
15 0,27 0,35* 0,30* 0,13
19 0,11 0,20 0,35* 0,10
21 0,20 . 0,26 0,27* 0,00
27 0,18 0,36 0,30* 0,12
29 0,23 0,25 0,29* 0,01
30 0,22 0,25 0,25% 0,00
33 0,08 0,26 0,38* 0,17
36 0,32 0,36* 0,30* 0,06
39 0,30 0,39* 0,28* 0,00

* = Milch geronnen.

figeren Vergiren von Saccharose und Paffinose unterscheiden. Das
erstere war bei unseren Stimmen zwangsldufig der Fall, indem wir
die Differenzierung an Hand dieses Kriteriums vornahmen. Saccha-
rose, Raffinose oder irgend ein anderer Zucker, auBer vielleicht Xy-
lose, wurden keineswegs hiufiger angegriffen als von der vor-
stehend beschriebenen Spezies. Das fiir frisch isolierte Betabakte-
rien typische, liickenhafte Girungssymbol war ebenfalls bei B b m.
longum zu beobachten. Als konstantes Glied in der Reihe erwies
sich einzig 12 (Maltose), also der gleiche Zucker wie bei Bb m.
breve. Sehr oft fehite anfinglich 7 (Fructose), die indessen bei
lingere Zeit auf kiinstlichen Nihrsubstraten weitergeziichteten
Stimmen zu den kriftig vergorenen Substanzen aufriickte. Derart
«regenerierte» Vertreter von Bbm. lon g um ergaben in der Folge
das Garungssymbol:

7 8 9 10 11 12 13 14

d. h. mit Ausnahme von 3 (Arabinose), die aus den oben erwihnten
Griinden fehlen muB, ist die «Zuckerreihe» identisch mit derjenigen
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von Bbm. breve. Natiirlich kamen auch bei Wiederholungen iw-
mer wieder Abweichungen vor, und zwar sowohl bei Bbm. breve-
als auch bei Bbm. Jongum, in dem Sinne. daB neben diesen Sub-
stanzen auch noch weitere gesduert wurden, die Girungsintensitét
bei den einzelnen Zuckern sich dnderte oder, daB vereinzelte dieser
Glieder ausfielen, um bei irgend einer spiteren Priifung plotzlich
wieder zu erscheinen.

Die Nadelstichprobe lieB in den meisten Fillen eine kréftige bis
sehr kriftige Gasbildung erkennen und ergab nur bei 4 Stimmen
ein negatives Resultat.

¢c) Vergleichende Betrachtungen zwischen den
Angaben von Orla-Jensen und unseren Befunden
fiir die Gattung Betabacterium

Die Ubergangsformen zwischen den echten und unechten Milch-
siurebakterien umfassende Gattung Betabacterium Oria-
Jensen stellt eine in sich geschlossens Organismengruppe dar, die
sich sowohl von den ersteren als auch den letzteren scharf abtren-
nen 14Bt. Es scheint uns aber deswegen kein Bediirfnis vorzuliegen,
sei es wissenschaftlicher oder praktischer Natur, aus ihnen eine
selbstindige Gattung aufzustellen. Zudem ist die Bezeichnung Beta -
bacterium (Beta = Riibe) unbedingt irrefiihrend, denn die damit
gemeinten Stibchen gehdren sicher nicht zu einer fiir diese Wurzel-
friichte spezifischen Mikroflora. Sie zdhlten bei unseren Erhebungen
zu den am hiufigsten anzutreffenden Spaltpilzen und es ist wohl
kaum anzunehmen, daB sie durch eine auf Riibenfiitterung zuriick-
zufiithrende Infektion der Milch in die Labmagen der Saugkilber ge-
langten.

Die von Orla-Jensen vorgenommene Unterteilung in die
zwei Arten Bbm. breve und Bbm. lon gum scheint uns nicht
nur in der Nomenklatur nicht zutreffend. sondern auch ungerecht-
fertigt. Fine eindeutig groBere Linge der Zellen der Arabinose nicht
vergirenden Stimme ist wie unsere Untersuchungen. diejenigen
Baumanns (Lc. p.41) sowie Karnicki und Dorners (lc.
p.1093) ergaben, nicht in allen Fillen zu beobachten. Desgleichen
traten die iibrigen von Orla-Jens e n aufgefithrten artspezifischen
Merkmale, insbesondere die der Optimal- und Mavimaltemperatu-
ren, nicht in klar erkennbarem MaBe zu Tage. Fine Abspaltung einer
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eigenen Spezies auf Grund eines einzigen Merkmales (Arabinose-
vergirung), welches zudem einen fiir die diagnostische Verwendung
umstrittenen Wert besitzt, ist nicht zulissig. Sofern keine weiteren,
von uns nicht erfaBiten charakteristischen Kennzeichen fiir die beiden
Arten vorliegen, mochten wir deren Trennung ablehnen.
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F. Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse
hinsichtlich der Artzugehorigkeit der isolierten Stimme

. Um unsere Kenntnisse der Milchsidurebakterienflora frischer und

gelagerter Kilberlabmagen zu erweitern, wurden ausgedehnte Fr-
hebungen iiber die fiir die Emmentalerkiserei wichtizen Siue-
rungserreger vorgenommen. Als Bezugsquelle der zu priifenden
Bakterien dienten einerseits 20 im Schlachthof Ziirich an frisch
geschlachteten Kilbern enthobene, anderseits 20 aus dem Handel
bezogene Labmagen.

. Im Verlaufe einer lingeren Zeit wurden insgesamt 181 Strepto-

kokken und 344 stibchenférmige Milchsiurebakterien isoliert, die
auf Grund ihrer Figenschaften wie folgt als Arten nach Orla-
Jensen identifiziert werden konnten:

Sc.thermophilus 56 Stidmme
Sc.lactis 36 Stimme
Sc.faecium 59 Stimme
Sc. glycerinaceus 27 Stimme
Sc.inulinaceus 3 Stimme
Tbm. helveticum 71 Stimme
Tbm. lactis 58 Stimme
Sbm. casei 9 Stimme
Sbm. plantarum 84 Stimme
Bbm. breve 81 Stamme
Bbm. longum 41 Stdmme

. Die Untersuchungsbefunde sprechen dafiir, daB nicht alle der ge-

nannten Arten scharf voneinander zu trennen sind.

Bei den Streptokokken lieBen sich als deutlich zu umschreibende
Arten Sc.thermophilus und Sc. inulinaceus erkennen,
wihrend zwischen den iibrigen 3 Spezies Sc. lactis, Sc. fae-
cium und Sc. glycerinaceus alle moglichen Zwischen-



und Ubergangsformen festzustellen waren, sodaB eine sichere Be-
stimmung oft unmoglich war.

Von den Thermobakterien zeigten Tbhm. helveticum und
Tbm. lactis bei mehreren Eigensctaften scharfe Abgrenzungen,
welche eine einwandfreie Trennung der beiden Arten gestatteten.
Ubergangsformen konnten keine beobachtet werden.

Zwischen Sbm. caseiund Sbm. plantarum traten die ver-
schiedensten Ubergiinge auf welche die Grenzen zwischen den
zwei Arten verwischten und es als wahrscheinlich erscheinen
lassen, daB es sich bei den genannten Organismen um zwei Ras-
sen oder Varietiten der gleichen Spezies handelt.

Die gleichen Frscheinungen zeigten sich bei den Betabakterien
Bbm. breve urd Bbm. longum, welche wir als zwei Rassen
derselben Art und nicht als zwei Arten einer Gattung auffassen.
. Bei den vorliegenden Untersuchungen ist erneut die bekannte
Figentiimlichkeit der Bakterien. Figenschaften in einem gewissen
Umfange verdndern zu konnen, zu Tage getreten. Besonders
machte sich diese bei den fermentativen Leistungen bemerkbar,
indem von den Stimmen einer Art die einen die Vergidrung eines
bestimmten Zuckers zeigten, die andern aber dieselbe vermissen
lieBen; oder indem bei einem Stamm die Fihigkeit, einen bestimm-
tn Zucker anzugreifen, verschwand und eventuell mit der Zeit
durch das Girungsvermogen gegeniiber einer oder mehreren
andern Substanzen der «Zuckerreihe» ersetzt wurde. Auf diese
Weise kamen fiir ein und dieselbe Bakterienart die mannigfaltig-
sten Kombinationen von angreifbaren Kohlehydraten zustande,
von denen die meisten einen inkonstanten Charakter aufwiesen.

" In Anbetracht dessen ergibt sich. daB vom Gérungssymbol fiir
diagnostische Zwecke nur mit groBer Vorsicht Gebrauch gemacht
werden kann. Durch volle Auswertung anderer, leichter festzustel-
lender Eigenschaften kann von der Bestimmung desselben in den
weitaus meisten Fillen Abstand genommen werden.

. Obwohl das Girungssymbol fiir diagnostische Zwecke nur einen
bedingten Wert besitzt, gibt dessen Bestimmung fiir die Beur-
teilung dissoziativer Vorginge bei den Milchsdurebakterien wert-
volle Resultate.
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IV. Der quantitative und qualitative Keimgehalt
der untersuchten Labmagen

Die Untersuchungen Thonis (L c. p. 216) hatten gezeigt, daB
die einzelnen aus dem Handel bezogenen Kilberlabmagen beziiglich
Menge und Arten der nachweisbaren Bakterien groBe Unterschiede
aufweisen. Diese Erscheinung mag neben dem wechselnden Chymo-
singehalt ein Hauptgrund sein, daB der Praktiker zur Herstellung
seines Késereilabes nicht Material eines einzigen, sondern mehrerer
Magen verwendet.

Die folgenden Erhebungen an einer griéBeren Anzahl frischer und
gelagerter Labmagen sollte uns AufschluB geben iiber die qualitative
und quantitative Streuung der Mikroflora von frischem und zu Han-
delsware pripariertem Material.

A. Die Mikroflora der aus dem Handel bezogenen Magen

Die bei der nach den eingangs erwiihnten Methoden vorgenom-
menen bakteriologischen Untersuchung von 20 aus dem Handel be-
zogenen Labmagen (10 schweizerischer und 10 polnischer Prove-
nienz) erhaltenen Ergebnisse sind in der Tabell e 12 zusammen-
gestellt (siehe Tabelle 12).

Aus den Resultaten geht hervor, daB die Menge der nachweis-
baren Spaltpilze zwischen den einzelnen Proben sehr stark schwankt,
von einigen Tausenden bei den Nrn. 1, 5, 10, 16 und 18 bis zu meh-
reren Millionen bei Nr. 11. Die Griinde hiefiir liegen offenbar in erster
Linie in der mehr oder weniger sorgfiltigen Behandlung bei der
Gewinnung und Priparierung (Berithrung mit Blut und Inhalt des
Darmes), im verschieden starken Entleeren der frisch enthobenen
Magen, sowie in wechselnden Verhiltnissen bei der Trocknung und
Lagerung. Besonders die Colibakterien diirften in der Hauptsache
auf unreinliche Behandlung der Magen zuriickzufiihren sein; zum
Teil sind sie allerdings auch in frischen Magen immer anzutrefien.
Ebenfalls auf Kontaktinfektion lassen die hiufig vorzufindenden Kok-
ken schlieBen. Auffallend war, daB wenn an der innern Magenwan-
dung angetrocknete Haare beobachtet werden konnten (offenbar
durch Belecken hineingeraten), der Gehalt an Kokken ein erhéhter
war. Diese Befunde, welche besonders beim frischen Material zu
Tage traten, erscheinen verstindlich, wenn man bedenkt, daB diese
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Tabelle 12

Ergebnisse der quantitativen Untersuchungen von 20 Labmagen des Handels

Nr. 1—10 schweizerischer, Nr. 11—20 polnischer Provenienz
Keimgehalte pro Gramm lufttrockenen Magens

lactis.

o Peptonschottenagar
GuBkulturen von Néhragar 300 hohe Schichtkulturen 370
Nr.
geisl:gﬁl Nachweisbare Bakterienarten I?eeixs:zxg{l Nachweisbare Bakterienarten
1 6800 | Bact. coli, Sporenbildner, Sc. 12000 | Bact, coli, Bbm. Breve, Sc. lac-
lactis. tis, Sc. faecium.
2 38000 | Bact. coli, Sporenbildner, Sc. 29000 | Bact. coli, Tbm. lactis, Bbm.
faecium, Sbm. plantarum. breve, Sc. faecium, Sc. lactis.
3| 3500000| Bact. coli, Bact. fluorescens, 1900000 Bact. coli, Sc. faecium, Sc. lac-
Sporenbildner, Sc. faecium. tis.
4 47000 | Bact. coli. Sporenbildner (wu- 52000 | Bact. coli, Sbm. plantarum,
chernd). Bbm. longum, Sc. lactis, Sc.
-glycerinaceus.
5 11000 ! Bact. coli, Sc. faecium, Sporen- 4200 Bact. coli.
bildner.
6 240000 | Bact. coli, Sporenbildner, Sc. 89200 | Bact. coli, Sc. lactis, Sc. fae-
lactis, Sc. faecium. cium,
7| 345000! Bact. coli, Sporenbildner, Sar- 238000 | Bact. coli, Sc. faecium, Sc. gly-
cina, Kokken. cerinaceus.
8 47000 | Bact. coli, Kokken, Sc. lactis. 60000 | Bact. coli, Tbm. helveticum,
Sc. faecium, Sc. lactis.
g | 730000| Bact. coli, Kokken, Sporen- 365000 | Bact. coli, Sc. faecium, Sbm.
bildner. plantarum,
10 9300 | Kokken, Sc. faecium, Sc. lactis. 10500 | Bbm. longum, Sc. lactis, Sc.
faecium,
11 {93000 000 | Bact. coli, Kokken, Sarcina. 22 000 000 { Bact. coli.
12 134000 | Bact. coli, Kokken, Sc. lactis. 96000 | Bact. coli, Sc. lactis, Sc. fae-
cium,
13 157 000 | Bact. coli, Sporenbildner, Sc. 127000 ; Bact. coli, Sc. lactis, Sc. fae-
lactis, Sc. faecium. cium,
14 39000 | Bact. coli, Kokken, Bact. fluo- 19000 | Bact. coli, Sc. lactis, Sc. fae-
rescens, Sc. faecium. cium.
15 | 4700000 | Bact. coli, Sporenbildner. 467000 | Bact. coli, Sporenbildner.
16 8000 | Kokken, Sarcina, Sc. faecium. 3500 | Sc. faecium, Sc. lactis.
17 64 000 | Bact. coli, Sporenbildner, Kok- 44 000 | Bact. coli, Sc. faecium, Sc. lac-
ken, Sc. faecium. tis.
18 16 000 { Kokken, Sarcina, Sc. lactig, Sc. 7200| Sc. lactis, Sc. faecium.
faecium.
19 520000 | Bact. coli, Kokken, Sc., fae- 287 000 | Bact. coli, Sc. lactis, Sc. fae-
cium, Sc. lactis. cium.
2 57000 Bact. coli, Sporenbildner, Sc. 61 000 | Bact. coli, Bbm. breve, Sc. lac-

tis. Sc. faecium.




Mikroorganismengruppe den Hauptanteil an der bakteriellen Flora
des tierischen Haarkleides ausmacht. Auch die angetrofienen Sporen-
bildner verschiedenster Arten konnen auf diese Weise in die Lab-
magen gelangt sein, oder aber durch aufgenommenes Rauhfutter und
Streuematerial, was unter Beriicksichtigung der zu beobachtenden,
an den Magenwandungen angetrockneten Pflanzenreste als wahr-
scheinlich erscheint.

Bei der Durchsicht der Kulturen ist man iiberrascht, die Milch-
sdurebakterien weitaus in der Minderzahl anzutreffen. In 5 Fallen
konnten wir mit Hilfe der GuBkulturen iiberhaupt keine nachweisen
(Nrn. 4, 7,9, 11 und 15), bei den Nrn. 5, 11 und 15 suchten wir auch
in den hohen Schichtkulturen vergeblich nach diesen Organismen.
Nur sehr selten konnten unter Heranziehung dieser direkten Kulturen
stibchenformige Milchsiurebakterien isoliert werden, Tbm. hel-
veticum in einem, Tbm. lactis ebenfalls in einem, Sbm.
plantarum in drei, Bbm. breve gleichfalls in 3 und Bbm.
longum in zwei Fillen. Sicher waren diese Spaltpilze hiufiger
zugegen, nur konnten ihre Kolonien, soweit sie iiberhaupt welche
zu entwickeln vermochten, infolge der ausgesprochenen Vorherr-
schaft von Bacterium coli nicht aufgefunden werden. Um vom
zahlenmiBigen Auftreten der einzelnen Bakteriengruppen ein rich-
tiges Bild zu erhalten, muB erwihnt werden, daB wir die in der
Tabelle als nachweisbare Arten aufgefiihrten Spaltpilze nicht nur ab
der zur Auszihlung geeigneten Verdiinnung, sondern im Falle der
Milchsdurebakterien fast regelmiflig aus bedeutend tieferen isolier-
ten. In der Zusammenstellung sind nur durch vereinzelte Kolonien
vertretene, nicht den Milchsdurebakterien angehérende Arten nicht
erwihnt. , ‘ L

B. Der Bakteriengehalt frischer Kélber-Labmagen

In unsere Untersuchungen wurden ebenfalls die Priifungen von
20 im Schlachthof Ziirich an frisch geschlachteten Kilbern enthobe-
nen Labmagen einbezogen. Diese soliten einerseits AufschluB geben
iiber das Verhiltnis von Milchsiure- zu Nichtmilchsiurebakterien
und anderseits iiber den Anteil der einzelnen Milchsiurebakterien-
arten an deren Gesamtflora. Da die Herkunit und die Fiitterung der
Tiere nicht bekannt war, konnten wir nur durch Vermutungen jene
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Kilber ausfindig machen, welche wahrscheinlich ausschlieflich mit
Milch ernihrt worden waren. Zur Hauptsache mufBiten wir bei der
Auswahl auf das geiibte Metzgerauge des Schlichters abstellen. Mit
Vorliebe entnahmen wir solche Magen, die durch Befiihlen Milch-
klumpen als Hauptanteil ihres Inhaltes wahrnehmen lieBen. Trotz
dieser VorsichtsmaBregeln zeigten fast alle anldBlich der sich un-
mittelbar anschlieBenden -Untersuchung mehr oder weniger starke
Verunreinigungen durch pflanzliches Material und insbesondere durch
Haarbiischel, was sich jedesmal in einem erhdhten Anteil der Nicht-
milchsdurebakterien an der Gesamtflora auswirkte.

Stellen wir die bei unseren Untersuchungen erhaltenen Resul-
tate zusammen, so ergibt sich die in der Tabelle 13 aufgefiihrte
Ubersicht (siehe Tabelle 13).

Ahnlich wie bei den gelagerten Magen zeigten sich auch bei den
frischen in gquantitativer Hinsicht groBle Unterschiede in der Spalt-
pilzflora. Diese Differenzen sind einerseits auf das verschieden kraf-
tige Ausstreifen des Mageninhaltes und anderseits auf dessen wech-
selnde Beschaffenheit zuriickzufiihren; so enthielten die meisten Ma-
gen neben mehr oder weniger pflanzlichem Material grofie Klumpen
geronnener Milch, einige waren leer und in zwei Fillen konnte ncben
koagulierter Milch reichlich Getreidesuppe festgestellt werden. Wir
streiften alle Magen aus, weil wir nur diejenige Flora erfassen woll-
ten, welche auch bei der Priparierung zu Handelsware im Magen
zuriickgeblieben wire.

In den meisten Fillen bildeten die Milchsdurebakterien in den
Kulturen aus frischem Material den Hauptteil der Gesamtflora. Bac -
terium coli, verschiedene Sporenbildner und Kokken waren im-
mer nur in den tieferen Verdiinnungen zu beobachten, wihrend die
zum Auszihlen in Frage kommenden GuBku'turen und hohen Schich-
ten in der Regel nur Streptokokken und Milchsiurestibchen erken-
nen lieBen. Ab den Agarplatten isolierten wir in der Hauptsache
Streptokokken, in einigen Fillen auch Streptobalterien; aus den
hohen Schichtkulturen neben Streptokokken mehrheitlich Betabak-
terien. Zum gleichen Ergebnis gelangte Thoni (I c. p. 195) bei der
Untersuchung seiner beiden, ebenfalls von frisch geschlachteten Kil-
bern stammenden Labmagen Nrn. 16 und 17. Auch in diesen Féllen
lieBen die Mageninhalte nur geronnene Milch und keine Verunreini-
gungen erkennen und trotzdem bildete die Gattung Betabacte-
rium neben den Streptokokken in den Kulturen den Hauptanteil der
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Tabelle 13

Resultate der quantitativen Untersuchung von 20 Labmagen
frisch geschlachteter Kilber

Keimmengen pro Gramm frischen Magens

" Peptonschottenagar
GuBkulturen von Nihragar 300 hohe Schichtkulturen 37 ©

Nr.

}g?f:z'gﬁl Nachweisbare Bakterienarten I?e?rs:zl:::-l Nachweisbare Bakterienarten
1 190000 | Bact. coli, Kokken, Sc.faecium, 120 000 | Bact. coli, Bbm, longum, Sc.
Sc. lactis. faecium, Sc. lactis.

2 76000 | Bact. coli, Sc. lactis. 58000 | Bact. coli, Bbm. longum und
breve, Sc. faecium,

3 380000 | Bact. coli, Sc. faecium. 280 000 | Bact. coli, Sc. faecium, Sc. lac-
tis.

4 43000 | Kokken, Sbm. plantarum, Sc. 280000 | Tbm. lactis, Sbm. plantarum,

faecium. Sbm. breve, Sc. lactis.

5 480000 | Kokken, Bact. pyocianeum, 210000 | Bbm. breve und longum. Sc.

Sporenbildner. glycerinaceus

6 240000 | Bact. coli, Sc. lactis, Sc. fae- 68000 | Bbm. breve, Sc. thermophilus.

cium. Sc. lactis,

7 300000 | Gelbes Stdbchen, Sc. faecium, 45000 | Bbm. breve. Sc. faecium, Sc.
lactis.

8 900 000 | Sporenbildner, Sc. lactis, Sc. 620 000 | Bbm. longum, Sc. lactis.

faecium.

9 125000000 | Bact. coli, Sc. lactis. 10000000 | Bact. coli, Tbm. helveticum,
Bbm. Breve, Sc. lactis.

10 410000 Kokken, Sc. lactis, Sc. fae- 110000 | Bbm. breve, Tbm. helveticum,

cium. Sc. faecium.

11 88000 | Sbm. plantarum, Sc. faecium. 60000 | Tbm. lactis. Sc. thermophilus,
Sc. lactis.

12 74 000 | Bact. coli, gelbes Stibchen, Sc. 67000 | Bbm, longum, Sc. thermophi-

lactis. 1us, Sc. lactis.

13 | 1900000 | Bact. coli, Sporenbildner. 420000 | Bact. coli, Bbm. breve, lon-
gum, Sc. faecium.

14 | 108000 Sc. lactis, Kokken. 100000 | Tbm. helveticum. Sbm. casei,
Bbm. breve, Sc. thermophilus,
Sc. faecium,

15 350000 | Gelbes Stibchen. Sarcina, Sc 190000 | Tbm. lactis, Bbm. longum, Sc.

lactis. lactis.

16 67000 Sc. faecium, Sc. glycerinaceus. 73000 | Bbm. breve, Sc. lactis, Sc. fae-
cium,

17 | 4400000 | Bact. coli, Sc. lactis. 3200000 | Bact. coli, Tbm. lactis, Bbm.
breve, Sc. thermophilus, Sc.
lactis.

18 | 1800000 | Gelbes Stdbchen, Kokken, Sc. 920000 | Sbm. plantarum, Bbm. breve

faecium. und longum, Sc. faecium und
lactis.

19 430000 ; Sc. lactis und faecium. 540000 | Tpm. helveticum, Bbm. lon-
gum, Sc, thermophilus und fae-
cium,

20 | 7400000 | Bact. coli, Sc. faecium und lac- | 7000000 | Bget, coli, Bbm. breve, Sc. fae-

tis.

cium und latcis.




Flora. Diese Befunde sind insofern interessant, als Baumann (. c.
p.47) beim Studium des Finflusses der Fiitterung eines Kalbes auf
die bakteriologische Zusammensetzung dessen Kotes, bei reiner
Milchfiitterung in letzterem nur Bacterium bifidum, Tbm.
helveticum und Streptobakterien nachweisen konnte.
Die Streptokokken und Betabakterien stellten sich erst bei einset-
zender Verabreichung von Heu ein. Es scheint demnach, daB die
Vertreter dieser beiden Gattungen erst bei Aufnahme von pflanz-
lichem Futter den Darm lebend passieren oder sich dort gar noch
vermehren konnen, Neben den Betabakterien wurden auch die iibri-
gen Milchsdurestibchen von uns mehr oder weniger regelmiBig
aufgefunden. Zu den stindig festzustellenden Organismen gehérte
das Bacterium bifidum, das wir aber nicht weiter verfolgten.

Uber die prozentuale Beteiligung der einzelnen Arten an der
Gesamtflora konnen wir keine genauen Angaben machen, da allein
die mikroskopische Priifung aller Kolonien einer Verdiinnung iiber
unsere Arbeitskapazitit hinausgegangen wire. Bei der Isolierung
der weiter zu priiffenden Stimme gingen wir so vor, dall wir aus
den 5 bis 20 gut verteilte Kolonien aufweisenden Verdiinnungen von
den einzelnen Typen und von solchen Kolonien, die gleich aussahen,
deren Zellen aber ein verschiedenes mikroskopisches Bild zeigten,
zwei bis drei abimpften; ferner wurden auch aus dichter besetzten
Kulturen irgendwie auffallende Kolonien zur weiteren Priifung iso-
liert. Es ist deshalb ziemlich sicher, daB wir infolge dieses Vor-
gehens die Gesamtflora in qualitativer Hinsicht hin und wieder nicht
restlos erfafBlten.

C. Die mittels Anreicherungskulturen nachweisbaren
Milchsidurebakterien

Mit Hilfe direkter Kulturen war es uns gelungen, sowohl aus
den im Handel bezogenen als auch aus frischen Kalberlagmagen die
fiir die Emmentalerkiiserei wichtigen Milchsaurebakterien zu isolie-
ren; bei den einzelnen Magen allerdings hin und wieder in sehr
bescheidener Anzahl. Fs schien uns deshalb von Interesse, zu unter-
suchen, ob die Milchsdurebakterienflora des einzelnen Magens im
Stande wire, die fiir die Kiserei unerwiinschten Colibakterien und
Sporenbildner in Schotte als Nihrfliissigkeit zu unterdriicken. Ma-
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genschnitzel wurden zu diesem Zwecke in Stutzerflischchen, ent-
haltend ca. 250 cc sterilisierter Schotte, gegeben und bei 30 und 37 ©,
in einigen Fillen bei 42 ° aufgestellt. Gleichzeitig wollten wir die
Zahl der weiter zu untersuchenden Stimme unter Beiziehung dieser
Anreicherungskulturen erhéhen. Zu diesem Behufe wurden aercbe
und anaerobe Ausstrichkulturen nach Burri, sowie hohe Schicht-
kulturen aus den bebriiteten und in erforderlichem Grade verdiinn-
ten Schotten hergestellt und zu 30 resp. 37 ° gebracht. Da die Unter-
suchungen Thonis (l.c.) gezeigt hatten, daB sich wihrend den
ersten Stunden neben dem Bacterium coli die Streptokokken
kraftig vermehren, die Langstibchen dagegen erst nach Ablauf einer
lingeren Zeit in den Vordergrund treten, wurden unsere Labfliissig-
keiten nach 12—36 Stunden und ein zweites Mal im Alter von 3—5
Tagen auf die erwidhnten Kulturen verarbeitet. Die erstern sollten
uns die Streptokokken, die letzteren besonders stibchenformige
Milchsdurebakterien zu Tage fordern. Der genaue Zeitpunkt der
Verarbeitung der Schotten wurde dabei immer durch das mikro-
skopische Bild gegeben.

In Anbetracht, daB die Herstellung von Lab einzig und allein den
Zweck verfolgte, uns die Isolierung aller auf den Labmagen sitzen-
den Milchsdurebakterien zu ermdglichen, wurde auf Erhebungen iiber
den EinfluB der verschiedenen Bebriitungstemperaturen auf die Ver-
mehrung der einzelnen Gattungen und Arten sowie {iber den Verlauf
der Saunerung (Geschwindigkeit und Intensitit) verzichtet. Im folgen-
den sollen einzig einige Befunde allgemeiner Natur wiedergegehcn
werden.

Auf Grund des bei der bakteriologischen Untersuchung eines
L.abmagens erhaltenen Befundes 14Bt sich nicht ohne weiteres auf
die bakteriologische Zusammensetzung und damit auf die Qualitit
des damit angesetzten Labes schliefen. Magen, deren Spaltpiizilioren
anscheinend gleichartig waren, ergaben einmal Schotten ohne oder
mit nur unbedeutender Gasbildung von angenehm siduerlichem Ge-
ruch und Geschmack, in anderen Fillen dagegen trat eine derart
intensive Gasproduktion ein, daB die Magenschnitzel schon nach
wenigen Stunden an die Oberfliche gehoben wurden und an Stelle
der angenehm siduerlich riechenden Labfliissigkeit eine stinkende
Briihe entstand. AnldBlich unserer Untersuchungen konnten wir die
Beobachtung machen, daB Magen mit groBem Bakteriengehalt eher
ein blihendes Lab ergaben als keimarme. Dieses Resultat ist nicht
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verwunderlich, wenn man beriicksichtigt, daf ein hoher Bakterien-
gehalt fast regelmiBig durch das starke Auftreten von Bacte-
rium coli bedingt wird. Giarende Schotten waren bei 37 ° viel
hiufiger wahrzunehmen als bei 30 °, einer fiir die Colibakterien be-
reits ungiinstigeren Temperatur, bei der sich dagegen die Mehrzahl
der Streptokokken rasch zu vermehren vermag.

Die Tatsache, daB die Milchsdurebakterien bei den frischen Lab-
magen im Gegensatz zu den gelagerten den Hauptanteil an der Bak-
terienflora darstellten, hitte erwarten lassen, daff die damit gewon-
nenen Labfliissigkeiten weniger hiufig Gasbildung zeigen wiirden.
Unsere Beobachiungen liefen aber eher ein gegenteiliges Ergebnis
erkennen, indem Schotten mit Schnitzeln solcher Magen versetzt,
deren direkte Kulturen keine Keime von Bacterium colihatten
erkennen lassen, mehr oder weniger stark girend wurden. Diese
Befunde konnen durch die Annahme erklidrt werden, dall von den
auf den Handelsmagen eingetrockneten und in Schotte gebrachten
Bakterien die Coliorganismen lingere Zeit zur Wiedererlangung
ihrer vollen Vitalitit brauchen als die Milchsdurebakterien, speziell
die Streptokokken. Bacterium coli aus frischen Magen ist
dagegen voll lebensfihig, sodaB es sich neben oder sogar vor den
Milchsiurebakterien vermehren kann, die anfingliche Milchsidure-
bildung diirfte sein Wachstum wenig hemmen, denn es stammt ja
aus einem stark sauren Milieu (die von uns gemessenen Mageninhalte
zeigten pH-Werte von 3,5—4,2). Dieselbe Erklirung mag auch fiir
die Frscheinung Giiltigkeit haben, daB ein Zusatz von Essigsidure
{Kasol) bei frischen Magen weniger wirksam war als bei gelagerien,
d. h. die Entwicklurig von Colibakterien und damit eine Gasbildung
in geringerem MaBe zu unterdriicken vermochte.

Die mit frischen Magen beschickten Schotten zeigten bereits zu
einem fritheren Zeitpunkte groBe Mengen von Milchsdurestabchen, als
dies bei mit Magen des Handels hergestellten Labfliissigkeiten der
Fall war. Diese Befunde lassen folgende Vermutungen aufkommen:

AnliBlich des Trocknungsprozesses geht ein grofer Teil der
Milchsiurestibchen der Labmagen zugrunde. Die Uberlebenden
brauchen, in ein giinstiges Nihrsubstrat, z. B. Schotte, gebracht, eine
gewisse Zeit, um sich von ihrem Schwichezustand, verursacht durch
Austrocknung und hohe Salzkonzentration, zu erholen. Von den Coli-
bakterien bleibt die Mehrzahl wihrend der Zubereitung der Magen
zu Handelsware am Leben, sie erleiden lediglich eine Schwichung,
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welche beim Auftreten giinstiger Existenzbedingungen (in Schotte)
rasch iiberwunden werden kann. Die gleichen Betrachtungen diirften
fiir die oft in groBer Zahl anzutreffenden Kokken zutreffen. Die
Streptokokken scheinen in dieser Beziehung eine Mittelstellung ein-
zunehmen. Solche Verhiltnisse wiirden erkliren lassen, weshalb
Colibakterien und Kokken bei gelagerten Labmagen den Hauptanteil
der Mikroflora ausmachen.

Die Tabelle 14 zeigt die im allgemeinen vorgefundenen qua-
litativen bakteriologischen Zusammensetzungen der bei 30, 37 und
42 © aufgestellten Schotten im Momente der beiden Probeentnahmen
nach 12—36 Stunden resp. 3—5 Tagen (sieche Tabelle 14).

D. Zusammenfassung

1. Es wurden 20 frisch geschlachteten Tieren entnommene und 20
aus dem Handel bezogene, gelagerte Labmagen quantitativ und
qualitativ auf ihre bakteriologische Zusammensetzung gepriift.

2. Sowohl frische wie priparierte Kilber-Labmagen zeigen in wei-
ten Grenzen schwankende Keimmengen, von einigen Tausenden
bis mehreren Millionen pro Gramm.

Caa

. Wihrend bei der Handelsware die milchwirtschaftlich schidlichen
Colibakterien und die indifferenten Kokken den Hauptanteil an
der gesamten Bakterienflora ausmachen, so zeigen frische Lab-
magen gerade das umgekehrte Verhiltnis. In besonders geringer
Zahl sind in gelagerten Magen die stibchenformigen Milchsiure-
bakterien nachzuweisen.

4. Es scheint, daB anliBlich der Priparierung der Labmagen die
Mehrzahl der Milchsiurebakterien zugrunde geht, die indifferen-
ten und schidlichen Mikroorganismen aber am Leben bleiben.

. Im allgemeinen treten im angesetzten Lab die Milchsiurestibchen
erst nach 2—4 Tagen in den Vordergrund.

Ot

0. Bebriitungstemperaturen von 37 oder 42 ° ergeben hiufiger gii-
rende Schotten als eine solche von 30 °.

7. Trotzdem frische Labmagen prozentual ungleich mehr Milchsiure-
bakterien enthalten als gelagerte, geben sie doch eher ein blihen-
des Lab als die letzteren.
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V. Untersuchungen iiber
Dissoziationserscheinungen in der Zuckerreihe

Die Fahigkeit der Bakterien, ihre Figenschaften scheinbar plotz-
lich zu éndern, haben die Bakteriologen von ieher angeregt, sich mit
dem Wesen dieser Erscheinung zu befassen, welche ja die Haupt-
ursache fiir den unbefriedigenden Stand der bakteriologischen Syste-
matik darstellt. Zur Erkldrung dieses Phinomens wurden und wer-
den auch heute noch verschiedene Ansichten geltend gemacht: auf
der einen Seite stehen die Verfechter der Mutationstheorie und auf
der andern diejenigen Forscher, welche diesen Begriff fiir die bak-
terielle Variabilitit ablehnen.

A. Geschichtliches und der Begriif der Dissoziation

Neisser und Massini (45) zogen zur Frklirung des Aui-
tretens einer neuen Eigenschaft bei einem Stamme von Bacte-
rium coli (plétzliche Vergidrung von Milchzucker, der sonst nicht
angegriffen wurde) die von de Vries fiir hohere Pflanzen aufge-
stellte Mutationstheorie heran. Sie fanden bei ihrem Stamm die fiir
den Begriff der Mutation geforderten Kriterien. M a s sini bemerkte:

«Das Auftreten der Knépfchen (gemeint ist auf den Kolonien) erfolgt
pldtzlich. Die neu entstehende Varietdit unterscheidet sich deutlich von der
Ausgangskultur durch die neue Eigenschaft, Milchzucker unter Gasbildung
zu zersetzen. Diese neu erworbene Eigenschaft ist sofort erblich und erhilt
sich auch meist unter abnormen, schidlichen Bedingungen.»

Uber dhnliche Beobachtungen berichteten Burk (8), Sauer-
beck (61), Miiller (47) u. a. Der letztgenannte Forscher deutete
das Verhalten seiner drei untersuchten Stimme von Bacterium
coli gegeniiber Milchzucker in Anlehnung an die Auffassung Mas-
sinis als Mutation im Sinne de Vries’. Er faBite seine Befunde
wie folgt zusammen:

«Wir haben also bei dieser Mutation bestimmte chemische Stoffe als
Reagentien auf gewisse Bakterien und umgekehrt. Fiir die Biologie aber
diirfte es von hervorragender Bedeutung sein, dafl es mit der Sicherheit einer
chemischen Reaktion gelingt, zahlreichen Lebewesen kiinstlich eine ganz be-
stimmte neue Eigenschaft hinzuzufiigen, die dann vererbt wird und in unab-
sehbaren Generationen konstant bleibt.»

Burriund Diiggeli (12) fanden bei der Untersuchung von
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coli-Stimmen aus girendem Grase die Abspaltung von Saccha-
rose vergirenden Rassen aus solchen, die dieses Kohlehydrat nicht
angriffen. Die nene Figenschaft erwies sich als konstant, weshalb
auch diese Autoren den Vorgang als Mutation bezeichneten.

Saunerbeck (I.c) sah im Verhalten des von Neisser und
Massini beschriebenen ¢ oli- Stammes eine dauernde Artneubil-
dung. die nach de Vries als Mutation anzusehen sei.

Sobernheimund Seligmann (63) berichteten von einem
typhusihnlichen Organismus, auf dessen Kolonien sich knopfartige
SQekundirkolonien bildeten, deren Zellen den Milchzucker vergoren
haben. wihrend den Individuen der Mutterkolonie diese Fihigkeit
fehlte. Diese Erscheinung wurde von den beiden Forschern als Mu-
tation angesprochen.

Zur selben Zeit machte Miiller (48) weitere Beobachtungen
auf dem Gebiete der bakteriellen Mutation. Von einwandfreien Ty-
phusbakterien wurden aus den sich in der Mitte einer Kolonie bilden-
den Tochterkolonien Zellen isoliert. welche sich in der Folge als
typische Paratyphus B-Bakterien erwiesen. Der genannte Autor
nahm deshalb an, daB die Paratyphusbakterien aus Typhusbakterien
durch Mutation entstanden sind.

In den bis jetzt aufgefiihrten Fillen handelte es sich um als
Mutationen gedeutete FErscheinungen. bei denen eine Anzahl von
Zellen eines Bakterienstammes scheinbar olotzlich die Fahigkeit ge-
gannen. ein neues Kohlehydrat, meistens Milchzucker. zu zersetzen.
In der Folge wurden dann auch andere Vorgiinge, bei welchen Bak-
terien neue Figenschaften erkennen lieBen, ebenfalls als Mutationen
bezeichnet.

So nannte Ehrlich (23) Mutation das plbtzliche Avftreten der
Serum- und Chemofestigkeit bei Parasiten.

Miihlmann (46) orientierte iiber beobachtete Mutationser-
scheinungen bei Dysenteriebakterien, welche durch lingere Uber-
tragung in Bouillon mit allmihlich steigendem Alkaligehalt ganz neue
Figenschaften zeigten und colidhnlich, sogar geifielntragend wurden.
Die letztere Umwandiung wurde allerdings von anderen Bakteric-
logen entschieden in Abrede gestellt.

Uber weitere als Mutation gedeutete Frscheinungen bei verschie-
denen pathogenen Mikroorganismen berichtete ferner Baerth-
lein (2) (3). Scharf abgrenzbare verschiedene Typen von Kolonien,
aus ein und demselben Stamm entstanden, lieBen sich monatelang
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weiterziichten. Den Unterschieden in der Kolonieform entsprachen
in hohem MaBe. morphologische Unterschiede in den die einzelnen
Kolonien zusammensetzenden Zellen. welche bei Passagen durch
andere Nihrbdden und selbst den Tierkorper erhalten blieben. Diese
Abweichungen im kulturellen und mikroskopischen Aussehen wurden
als Mutationen im Sinne de Vries angesprochen, weil sie nach
Angaben des Autors erstens plétzlich, sprunghaft. ohne Ubergiinge
auftraten, und zweitens ausgesprochen konstant, d. h. erblich waren.
Die Deutung solcher Vorginge als Variation scheint dem Verfasser
nicht richtig, da letztere in einer meist langsamen Anpassung an
Umweltsbedingungen besteht. Sie ist im Gegensatz zur Mutation
inkonstant und verschwindet beim Wegfall der sie auslgsenden Fin-
fliisse. Er teilte aus diesen Griinden die Variationsvorginge bei Bak-
terien in zwei Gruppen ein.

l.in Modifikationen, d. h. Verinderungen von nicht erblicher
Konstanz. also voriibergehender Natur, die rasch wieder ver-
schwinden, sobald die sie auslésenden Ursachen wie Ernihrungs-
verhiltnisse, Temperatur, Salzgehalt u. a. wegfallen. Diese rasch
wieder abklingenden Verinderungen sind wenig tiefgreifend.

2. in sogenannte Mutationen, d. h. mehr oder weniger erblich
fixjerte, tiefgreifende Verinderungen. welche fiir die Diagnostik
von grofler Wichtigkeit sind und die erst dann zustande kommen,
wenn Bakterien aus schlechten Existenzbedingungen platzlich in
neue, ginstige Lebensverhiltnisse gebracht werden, wo sie sich
reichlich entwickeln konnen.

Neben diesen Forschern u. a.. welche die scheinbar plétzlich
dndernden Eigenschaften bei Bakterien als Mutation im Sinne de
Vries' deuteten, erhoben sich schon nach den ersten mit diesen
Vorgidngen sich befassenden Veroffentlichungen Stimmen, welche
den Begriff der Mutation fiir diese Befunde ablehnten.,

Reichenbach (55) betonte daB die Mutationen héherer
Pflanzen richtungslos verlaufen, ein Charakteristikum, welches bei
den Bakterien vermiBt wird. Zudem sei es unméglich zu entscheiden,
ob eine Verdnderung der Eigenschaften plétzlich oder allmihlich vor
sich geht, indem zwischen Ausgangsindividuum und Mutant eine
grolle Zahl von Generationen liegt. .

In dhnlichem Sinne erklirte sich Benecke (5) nicht einver-
standen, die Befunde Miillers als Mutationserscheinungen anzu-
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erkennen, weil die Richtungslosigkeit der Vorginge fehlt, sondern
im Gegenteil sich die Verinderungen durch bestimmte Zusidtze zum
Nihrsubstrat mit Sicherheit hervorbringen lassen. Der Autor neigte
deshalb zur Auffassung, daB es sich um Anpassung an bestimmte
Stoffe handelt. '
Kruse (39) wies darauf hin, daB die untersuchten mutierenden
Stimme meistens aus Féces, Urin oder iiberhaupt nach dem Durch-
gang durch den tierischen Korper isoliert wurden. Da eine solche
Passage das Girungsvermodgen betrichtlich herabsetzen kann, so
betrachtete er diese scheinbar plotzlichen Veridnderungen als Riick-
schlag, d. h. als Wiedererwerbung einer einst besessenen, aber ver-
loren gegangenen Figenschaft und nicht als Gewinn einer neuen.

Pringsheim (54) verwarf die Bezeichnung Mutation voll-
stindig und bezeichnete diese Erscheinungen als funktionelle Anpas-
sungern.

Der Glaube an die Mutation bei Bakterien wurde aber vor allem
von Burri (10) zerstort, indem er an Hand einer Reihe von Ex-
perimenten Licht in das Wesen dieser Vorgiinge brachte. Die Ver-
suche beziehen sich auf das scheinbar plétzliche Auftreten der Fihig-
keit eines c o 1i - Stammes, einen neuen Zucker, Saccharose, zu ver-
giren.

Damit seine Befunde richtig beurteilt werden konnen, seien die
Bedingungen kurz erwihnt, welche nach de Vries erfiillt sein
miissen, damit beim Auftreten einer neuen Figenschaft bei einer
Pflanze von Mutation gesprochen werden darf.

1. miissen in einer Folge von Generationen zu irgend einer Zeit ein oder
mehrere Individuen auftreten, welche eine Eigenschaft aufweisen die dem
Ausgangsstamm nicht zukam und die sprunghaft, d. h. ohne Ubergéinge in der
neuen Generation auftritt.

2. findet sich die neue Eigenschaff nicht bei allen Individuen der neuen
(eneration, sondern nur bei 1—3 %o derselben.

3. muB das Auftreten der neuen Figenschaft ohne duBere Ursache, also
unbeeinfluBt und richtungslos verlaufen.

4. muB die neue Eigenschaft konstant, d.h. erblich sein.

Ohne auf Technik und Methodik der Versuche Burris einzu-
treten. seien die Befunde in Kiirze wiedergegeben.

Fin erster Versuch zeigte, daB die Zellen des untersuchten coli-
Qtammes je nach der Bebriitungsdauer in saccharosehaltiger Bouil-
lon durch den FinfluB dieses Zuckers verschieden stark erregt wur-
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den, d. I nach verschieden langer Bebriitungszeit auf ein neues
Rohrzucker haltiges Substrat gebracht, denselben verschieden rasch
zersetzten. Je lianger die Bebriitung in der Saccharosebouillon vor
der Uberimpfung dauerte, desto rascher wurde im frischen Nihr-
boden der Rohrzucker angegriffen, wie die folgende Aufstellung zeigt.

Bebriitungsdauer in Gusbildung in Saccharoseagat-
Saccharosebouillon: Schiittelkultur nach:

1 Tag 4 Tagen

2 Tag 3 Tagen

3 Tag 1 Tag

Das Gérungsvermégen wird also allmiihlich. nach Tagen und unzih-
ligen Generationen und nicht sprunghaft erworben. Ferner zeigte
sich, daB nicht nur das volle, sondern auch das partielle Garungs-
vermogen erblich ist.

Was die Zahl der Mutanten anbelangt, so ergab ein weiterer
Versuch Burris, daB unter giinstigen Entwicklungsbedingungen
100 %0 der Zellen die neue Fihigkeit. Saccharose zu zersetzen, er-
werben konnten.

Burri schloB aus diesen Frgebnissen. daB es sich nicht um
Mutation, um das Auftreten einer neuen Eigenschaft, sondern um
die Entwicklung einer schon latent vorhandenen Fihigkeit han-
delt. Das Vorhandensein einer solchen latenten, unwirksamen Vor-
stufe des Garungsvermogens nimmt der Autor an, weil er sonst
nicht erkldren koénnte. warum nur einzelne Bakterien ein Kohlehy-
drat vergiren, welches andere Spaltpilze derselben Gruppe niemals
anzugreifen vermoégen.

Bei der Herkunft eines neuen Garvermdgens konnte es sich um
die Wiedererlangung einer frither einst besessenen. aber verloren
gegangenen Eigenschaft, also vm einen Riickschlag im Sinne Kru -
s e's handeln. In gewissen Fillen mag dies zutreffen. Im allgemeinen
aber halten Pringsheim und Burri diese Annahme fiir unwahr-
scheinlich, da nicht anzunehmen ist, daB z. B. Typhusbakterien, die
sich zu Rhamnose verhalten wie Burris coli-Stamm zu Saccha-
rose. jemals bei ihrem natiirlichen Vorkommen diesen seltenen Zuk-
ker zur Verfiigung hatten. Deshalb nimmt Burri an. daB die er-
wihnten Erscheinungen so zu erkliren sind, daB ein Bacterium zum
ersten Mal unter sonst optimalen Verhidltnissen auf einen Stoff stoBt,
dessen Verwertung im Bereiche seiner Fihigkeit liegt. Die Keime
miissen eine neue Funktion ausiiben, vermdgen aber erst im Verlaufe
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einer Reihe von Generationen die Enzymproduktion derart zu ent-
wickeln, daB sie zu typischen Vergirern des neuen Zuckers werden.
Der ProzeB verliuft nach Burri zu schnell, um als Anpassung ge-
deutet werden zu konnen. zudem spricht die Erblichkeit dagegen.

Klein (36) hat zu gleicher Zeit wie Burri ebenfalls an Coli-
bakterien Untersuchungen in dieser Richtung angestellt. Er konnte
die Befunde des letztgenannten Autors bestitigen, Bei seinen Ver-
suchen machte er die interessante Feststellung, daB zur Ausbildung
einer neuen Fahigkeit Vermehrung notig ist, ohne diese bleibt ein
Zucker ohne EinfluB auf die Bakterien. Ferner machte er darauf auf-
merksam, daB die Erblichkeit der neuen Eigenschaften nicht so be-
tont ist wie bei hoheren Pflanzen, indem sie bei zwei seiner Stimme
leicht verloren ging, sobald der betreffende Zucker nicht mehr ein-
wirkte: anderseits kénnen auch Anpassungszustinde, z. B. an Gifte
konstant, d. h. erblich sein.

In zwei Arbeiten neueren Datums versuchten Lewis (42) und
Kristensen (38) die Folgerungen Burris als Trugschliisse hin-
zustellen. Beide sind in Anlehnung an Neisser und Massini der
Auffassung, daB es sich bei den Variationserscheinungen bei Bak-
terien um Mutation handelt, da diese sprunghaft vor sich gehen. wo-
bei nur sehr wenige Zellen die neue Eigenschaft zeigen.

Fnglische und amerikanische Forscher haben dann in der Folge
fiir die bakterielle Variabilitit den Begriff der Dissoziation ein-
gefiihrt und sind damit einer alten Forderung Lehmanns (41)
nachgekommen, den vieldeutigen Ausdruck Mutation in der Bakte-
riologie ganz fallen zu lassen.

Allerdings sind wir dadurch dem Wesen dieser Verdnderungen
nicht nidher gekommen, sondern miissen uns nach wie vor mit der
einen oder anderen Hypothese begniigen. Pringsheim (54) diirfte
nicht ganz unrecht haben, wenn er sagt:

«Ob niedere Crganismen noch jetzt das Vermdgen, nicht arteigene Fer-
mente zu produzieren, erwerben konnen, mul immer eine Sache des Glaubens
bleiben. Aber sie erscheint moglich, ja wahrscheinlich.»

Unter Dissoziation versteht man also allgemein das Vermogen
von Bakterien und anderen Mikroorganismen, ihre Figenschaften in
cinem gewissen Umfange und mit einer gewissen Plstzlichkeit zu
dndern. Uber die Griinde solcher Vorginge konnen gewohnlich nur
MutmaBungen angestellt werden. Was wir sicher wissen. ist, daB wir
in den meisten Fillen nicht wissen, ob es sich um Degeneration, Re-
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generation, Adaption oder die elektive bezw. stimulierende Wirkung
gewisser Stoffe des Nihrsubstrates handelt.

Das Studium der bakteriellen Dissoziation ist nicht nur an und
fiir sich interessant, sondern fiir die Beurteilung des Wertes einer
Eigenschaft zur diagnostischen Verwendung von groBer Bedeutung.
Ferner kann nur bei Kenntnis der Dissoziationsbreite der einzelnen
Merkmale beurteilt werden, ob eine scheinbar neue, noch nicht be-
schriebene Art nicht nur eine innerhalb der Schwankungsgrenzen
einer bereits bekannten Spezies liegende Unterart, Varietit oder
Rasse darstellt.

Schon Baerthlein (3) hat auf diese Bedeutung und Moglich-
keit hingewiesen. Seine Untersuchungsbefunde bei Bacte rium
pneumoniae Friedldnder, Bacterium acidi lac-
tici, Bacterium aerogenes und gewissen Kokken zeigten,
daB die Uberfithrung einer «Kleinart» in eine andere gelingt. Die
bakterielle Variation kann aber selbst die Artgrenzen iiberspringen,
wie die Umwandlung von echten Paratyphus B-Bakterien in Ty-
phuskeime erkennen lieB. Dadurch sinken bisher als selbstindig gel-
tende, nahe verwandte Bakterienarten zu Varietiten oder Unter-
arten.einer einzigen, weiter zu begrenzenden Art herab.

B. Dissoziationsformen der «Zuckerreihe»

Die in der Literatur fiir die Orla-Jensenschen Milch-
sdurebakterienarten anzutreffenden Synonyme zeigen deutlich, daf
die frither beschriebenen Spezies hiufig nur verschiedene Dissozia-
tionsformen ein und derselben Art darstellten. Die Untersuchungen
Demeters (L.c), Baumanns (Lc), Karnicki und Dor-
ners (Lc) u a. sowie die unserigen lieBen vermuten, daB auch
nicht allen der von Orla-Jensen umschrichenen Milchsiure-
bakterienarten, die fiir eine selbstéindige Spezies zu fordernden Kri-
terien zukommen, sondern in gewissen Fillen nur Varietiten dar-
stellen. Diese Vermutung wurde durch die Unsicherheit, mit welcher
diese Autoren die Klassifizierung hiufig vornehmen muBten, noch
bekriftigt.

Da eine der Hauptaufgaben unserer Arbeit darin bestand, die
Verwendbarkeit der von Orla-Jensen zu einem Merkmal von
besonderer Bedeutung erhobenen Zuckerreihe zu diagnostischen
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Zwecken zu priifen, hielten wir es fiir unerliBlich, Erhebungen iiber
die Streuung dieser Eigenschaft, d. h. iiber die Dissoziationsbreite
anzustellen.

Zu diesem Zwecke wurden von einigen Arten je ein oder zwei
Stamme herausgegriffen und periodisch auf den Ausfall der Zucker-
reihe gepriift. Und zwar wurde nicht nur der stindig weitergeziich-
tete Stamm zu verschiedenen Zeiten untersucht, sondern durch Aus-
saat desselben in Ausstrichkulturen nach Burri wurden gelegent-
fich Tochterstimme gewonnen, von denen 10 ebenfalls auf das Ver-
halten gegeniiber den 18 Zuckern nach Orla-Jensen gepriift
wurden. Es ergab sich somit fiir diese Experimente folgender Plan:

Stammkultur in Milch
. resp. Stichkultur

¥

Monatliche Weiterimpfung
in Stichkultur

v

Nach 2.—3. Ubertragung Passage in Milch,
resp. Dextrosebouillon bei in Milch

nicht gut gedeihenden Arten

|
Y

Zur Priifung der Reinheit
Ausstrichkulturen nach Burri

4/ \\>

Ubertragung in Stichkultur Priifung von 10 Kolonien
zur Weiteraufbewahrung (Tochterstimme) auf die
«Zuckerreihe«

Gelegentliche Zwischen-

priifung auf «Zuckerreihe»

!
Y

usw, ——— > Hin und wieder Zwischen-
schaltung oben erwihn-
ter Untersuchung

Dabei wire es wiinschenswert gewesen, diese Experimente auf
eine groBere Anzahl von Stimmen auszudehnen und in kiirzeren
Zeitabstinden zu wiederholen, sodann nicht nur 10, sondern 20 oder
noch mehr Tochterstimme zu untersuchen. Material- und Zeitauf-
wand werden bei solchen Untersuchungen aber bald gewaltig, sodal
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letzterer unsere Moglichkeiten iiberstiegen hitte und wir aus diesem
Grunde den Umfang der Priifungen in bescheidenerem Rahmen hal-
ten muBten.

a) Die Befunde
bei Streptococcus thermophilus

Die am 15. April 1939 in frisch isoliertem Zustande zum ersten
Mal auf die Zuckerreihe gepriiften Stimme Nrn. 2 und 5 wurden fiir
das Studium der Dissoziationsvorginge ausgewihlt. Diese beiden
Organismen schienen uns von besonderem Interesse zu sein, weil
Nr. 5 mit Ausnahme von geringen Abweichungen in der Intensitit.
mit welcher die einzelnen Substanzen angegriffen wurden, mit den
meisten der von Orla-Jensen beschriebenen Stimme von Sec.
thermophilus im Giarungssymbol identisch war; | r. 2 dagegen
vergdrte weniger Zuckerarten in bemerkenswertem MaBe und zeigte
in dieser Beziehung mehr Ahnlichkeit mit der Mehrzahl der uns
spater bekannt gewordenen von Burriund Elser (I.c.) aus Fm-
mentalerkise und Kisereihiilfsstoffen isolierten thermo philus-
Stimme.

Die Untersuchung der frisch reingeziichteten Stimme ergab am
15. April 1939 die in der Tabelle 1 (Seite 28) aufgefithrten Symbole:

Stamm Nr. 2 3 ® 7 8 9 11 13
Stamm Nr. 5 78 9 10 11 12 13

Die in der Zwischenzeit in Milch weitergeziichteten Stimme
wurden am 27. desselben Monates erneut gepriift, wobei folgende
Bilder resultierten:

Stamm Nr. 2 780 11 13
Stamm Nr. 5 78 9 10 11 12 13

d. h. es waren keine tiefgreifenden Verdnderungen wahrzunehmen.
Bei Stamm Nr. 2 waren die anliBlich der ersten Priifung schwach
vergorenen Glieder 3 (Arabinose) und 6 (Mannit) ausgefallen, die
Vergirung von 7 (Fructose) hatte an Intensitiit gewonnen. Stamm
Nr. 5 zeigte ein ausgeprigteres Girungsvermoégen fiir 9 (Mannose).
ein schwicher gewordenes fiir 10 (Galactose) Interessant ist, daf}
bei beiden Stimmen die kriftig gesiuerten Substanzen die gleichen
warer.
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Milchkulturen, am 19. Juni 1939 auf die Zuckerreihe verarbeitet.
zeitigten folgende Géarungssymbole:

Stammm Nr. 2 7 8 11 13
Stamm Nr. 5 7 8 9 (10) 11 13

Der Stamm Nr. 2 zeigte also ein weiter vereinfachtes Bild, welches
nur noch 4 Glieder aufwies und somit mit Ausnahme der etwas
schwicheren Vergirung von 7 genau mit dem von Burriund El-
ser (I.c) sowie von Bergey (l.c) fiir Sc. thermophilus
angegebenen «Normalsymbol» iibereinstimmte. Stamm Nr, 5 hatte
das Vermogen 12 anzugreifen verloren, 10 wurde nurmehr schwach
zersetzt.

Aus den gleichen Milchkulturen wurden durch Aussat in Aus-
strichkulturen von Peptonschottenagar je 10 Tochterstimme gewon-
nen und derselben Priifung unterworfen, wobei folgende Ergebnisse
erzielt wurden:

Stamm No. 2 9 Kolonien 7 8 11 13
1 Kolonie 7 89 11 13
Stamm Nr. 5 7 Kolonien 7 8 11 12 13
2 Kolonien 7 8 9 11 13
1 Kolonie 7 8 9 10 11 (12) 13

Diese interessanten Resultate lassen erkennen, daB die Zellen
des Stammes Nr. 2 eine ziemliche Stabilitit, d. h. eine relativ schwa-
che Dissoziationstendenz aufwiesen, indem 9 von 10 Kolonien erneut
das viergliederige Symbol lieferten. Eine Kolonie lieB das Symbol
vom 27. April wiedererkennen. Mit besonderer Befriedigung nahwen
wir die Frgebnisse bei Stamm Nr. 5 zur Kenntnis, zeigten doch 2
Nachkommen mit 7 8 9 11 13 dasselbe Symbol wie einer vom
Stamm Nr. 2. Dadurch erwiesen sich diese beiden Stimme trotz an-
finglicher Abweichungen nun auch in diesem Merkmal als identisch.
Die Befunde fiir die Mehrzahl der Tochterstimme waren insofern
beachtenswert, als die Glieder 9 und 10 fehlten, dagegen 12 plotzlich
wieder gesiuert wurde, nachdem anliBlich der Priifung des Mutter-
stammes die beiden erstern vergoren, 12 dagegen nicht angegriffen
worden waren. Das der letzten Kolonie zukommende Garungssym-
bol erinnerte an das bei der ersten Untersuchung erhaltene und
zeigte gegeniiber jenem nur Unterschiede in der Intensitdt. mit wel-
cher die einzelnen Stoffe angegriffen wurden.
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In Erwartung einer bevorstehenden Mobilmachung der Armee
iibertrugen wir im Monat August alle unsere Stdmme, welche bis
anhin in Magermilch weitergeziichtet worden waren, in Stichkultu-
ren von Kaseinagar nach Orla-Jensen, was an Stelle einer wo-
chentlichen eine monatliche Weiterimpfung gestattete.

Infolge des Aktivdienstes konnten die nichsten Priifungen erst
Mitte Dezember 1940 vorgenommen werden, zu welchem Zeitpunkt
die folgenden Symbole festgestellt wurden:

Stamm Nr. 2 7 8 11 13
Stamm Nr. 5 7 8 11 12 13

Der Stamm Nr. 2 hatte also wieder dieselben vier Glieder erkennen
lassen wir anlaBlich der dritten Priifung. Der Stamm Nr. 5 hatte bei
der letzten, mehr als ein Jahr zuriickliegenden Untersuchung das
Symbol 7 8 9 (10) 11 13, dessen Tochterstimme dagegen be-
reits damals mehrheitlich die Glieder 7 8 11 12 13 geliefert,
sodaB auch dieser Stamm seine fermentativen Fihigkeiten wihrend
der langen Aufbewahrungszeit im groBen ganzen beibehalten hatte.

Der letzte Versuch mit den beiden thermophilus - Stim-
men wurde im Mai 1941 angestellt, wobei wir wiederum je 10 Toch-
terstimme gewannen, welche wie gewohnt zuerst in Milch geimpft,
die innert 24 Stunden gerann, und dann der Priifung in den 18 Zuk-
kerndhrlosungen unterzogen wurden. Die gefundenen Giarungssym-
bole finden sich in der folgenden Zusammenstellung:

Stamm Nr. 2 7 Kolonien 7 8 11 13
2 Kolonien 7 8 (10) 11 13
1 Kolonie 8 (10) 11 13
Stamm Nr. 5 & Kolonien 7 8 11 12 13
2 Kolonien 789 11 12 13

Diese Befunde lassen erkennen, daB der Stamm Nr. 2 in der Meht-
zahl aus Individuen zusammengesetzt war, welche das bereits be-
kannte kurze, typische Symbol lieferten, daB aber offenbar andere
auf dem Wege der Dissoziation teils ehemalige Girvermogen ver-
loren, teils neue gewonnen hatten; so lieBen 3 Nachkommen erst-
mals die Sduerung von 10 (Galactose) erkennen, einer war nicht
mehr im Stande, 7 (Fructose) anzugreifen. Beim Stamm Nr. 5 ist
bemerkenswert, daBl bei dieser letzten Priifung alle Kolonien (T6ch-
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ter) 12 (Maltose) vergoren und zwei in dem Sinne riickfillig wurden,
daB sie wieder 9 (Mannose) mittelstark zu siduern vermochten.

Zur besseren Veranschaulichung der bei Sc. thermophilus
vorgefundenen Dissoziationsformen lassen wir eine Zusammenstel-
lung der Befunde folgen, wobei unter den einzelnen Untersuchungs-
daten alle, auch die nur von einzelnen Tochterstimmen gelieferten
Giarungssymbole aufgefiihrt sind.

|

Datum Stamm Nr. 2 Stamm Nr. 5

15.1V. 39 3®) 7 8 (9 " 13 7 80910 11 12 13
27. VL. 39 7 809 11 13 78 9 10 11 12 13
19. VI. 39 7 8 11 13 7 8 9 (10) 11 13
789 11 13 7 8 1n 12 13

7 809 11 13

7 8(9) 10 11 (12) 13

XII. 40 7 8 11 13 7 8 11 12 13
V.41 7 8 11 13 7 8 11 12 13
7 8 (10) 11 13 7 809 11 12 13

8 (10) 11 13

Die bei diesen Experimenten erhaltenen Resultate besagen, da8

1. die beiden thermophilus-Stimme Nrn. 2 und 5, welche
anldBlich der ersten Priifung unmittelbar nach der Isolierung in der
«Zuckerreihe» nicht unbedeutende Unterschiede aufwiesen, Dissozia-
tionsformen abspalten lieBen, welche die differierenden Eigenschaf-
ten zum verschwinden brachten, indem die Untersuchung vom 19.
Juni 1939 bei beiden Stimmen Tochterstimme zu Tage treten lieB,
die das gemeinsame Symbol 7 8 9 11 13 lieferten.

2. das Girungssymbol keinen festen Wert darstellt und somit
bei der Unmenge von moglichen Dissoziationsformen nicht erwartet
werden kann, daB bei der Priifung verschiedener Stimme iiberein-
stimmende Ergebnisse erhalten werden.

Die zu beobachtenden Schwankungen kénnen, wie Burri (9)
fand, noch bedeutend groBer sein. Dieser Forscher hatte unter ande-
rem auch Tochterstimme aus Zuckerreihenglischen gewonnen und
bei deren Priifung ganz extreme Girungssymbole erhalten. so wies
z. B. sein «sehr langer Typus D» die folgenden Glieder auf:

7 8 9 10 11 12 13 14 15 18
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Sind die Abweichungen in der Zuckerreihie zwischen Stimmen
gleicher Herkunft, die immer gleich behandelt wurden, schon derart
groBl, so mul erwartet werden, daBl bei solchen verschiedenen Ur-
sprungs die Differenzen noch bedeutendere sein kénnen.

b) Dissoziationsvorginge
bei Streptococcus lactis

AnliaBlich der ersten Priifung einer Reihe frisch isolierter
Stimme am 14. Mai 1939 schienen uns die Nrn. 21 und 22 geeignet,
bei weiterer Verfolgung AufschluB iiber die Variabilitit von Sc.
lactis in der Zuckerreihe geben zu konnen. Nr. 21 zeichnete sich
dadurch aus, daf} er ein aus nicht weniger als 14 Gliedern bestehen-
des Symbol aufwies, welches eher fiir Sc. faecium gesprochen

hatte: ) 3 5 6 7 8 9 10 1l 12 13 14 16 18

Stamm. Nr. 22 entsprach in dieser Figenschaft einem typischen
Vertreter von Sc. lactis Orla-Jensen:

1 (3) 7 8 9 10 12 13 16 18

14 Tage spéter, am 25. Maj 1939, wurden die Milchkulturen er-
neut auf die Zuckerreihe gebracht, bei welcher Gelegenheit folgende
der 18 stickstoffireien Substanzen angegriffen wurden:

Stamm Nr. 21 3 6 789 10 11 12 13 16 18
Stamm Nr. 22 1 3 789 10 12 13 16 (17) 18

Das Symbol des erstern war durch Ausfall der Vergidrung von 2, 5
und 14 auf 11 Glieder zusammengeschmolzen, wobei 3 und 11 mit
grofierer, 10 und 16 mit geringerer Intensitit als frither gesiduert
wurden. Am auffallendsten war jedoch das ginzliche Fehlen sowohl
von 5 als auch von 14, fiir die der Stamm doch ein deutliches Ga-
rungsvermogen besessen hatte. Das Bild fiir Stamm Nr. 22 war im
¢roBen und ganzen unverdndert, 3 war etwas kriftiger und neu, 17
schwach angegriffen worden.

Am 19, Juli 1939 wurden aus den Stammkulturen Ausstriche
nach Burri hergestellt und von jedem Stamm 10 der zur Entwick-
lung gelangten Kolonien (Tochterstimme) in die verschiedenen Zuk-
kerbouillons iibertragen. Die Bestimmung der pH-Erniedrigungen
liel nachstehende Verinderungen erkennen:
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Stamm Nr. 21 7 Kol. 3 6 789 19 11 12 13 16 18
2Kol. 35678910 11 12 13 14 16 18
1 Kol 78910 12 13 16 18
Stamm Nr. 22 9 Kol. 3 789 10 12 13 16 18
1 Kol. 6789 10 11 12 13 16 18

Die Befunde zeigen, dal von Stamm Nr. 21 die meisten Nachkom-
men auBer kleinen Schwankungen in der Girungsintensitit das
Symbol des Mutterstammes besaBien. 2 Kolonien lieBen einen «Riick-
fall> erkennen, indem sie 5 (Sorbit) und 14 (Raffinose) erneut ver-
goren haben und damit Ubereinstimmung mit dem Priifungsergebnis
beim frisch isolierten Stamme zeigten. Von ganz besonderem Inter-
esse war aber das von einem einzigen Tochterstamm gelieferte
kurze Symbol, das den urspriinglichen fae cium - Charakter voll-
stindig vermissen lieB und zum typischen lactis - Symbol gewor-
den war, indem neben 14 (Raffinose) auch 11 (Saccharose) unberiihrt
blieb.

Bei Stamm Nr. 22 resultierten als Folge der Dissoziation ganz
dhnliche Giarungssymboltypen. Die iiberwiegende Mehrzahl der ge-
priiften Kolonien wies mit Ausnahme des Wegfalls von 1 (Glycerin)
das urspriingliche Bild auf. Ein einziger Stamm fiel vollkommen aus
dem Rahmen, zeigte er doch zwei ganz neue Giarungsvermogen.
nimlich fiir 6 (Mannit) und 11 (Saccharose); diese zwei Substanzen
waren bis anhin von diesem lactis-Stamm iiberhaupt noch nie
zersetzt worden.

Eine nichste Priifung erfolgte viel spiter, Mitte Dezember 1940,
nach mehr als einjihriger Aufbewahrung der Stimme in Form von
Agarstichkulturen, zwischen welche gelegentlich Milchpassagen ein-
geschaltet worden waren. Das erzielte Resultat war folgendes:

Stamm Nr. 21 (1) 36 78 9 10 12 13 16 18
Stamm Nr. 22 3 78 9 10 12 13 16 18

Die beiden Stimme zeigten in diesen Dissoziationsformen deutlich
eine nahe Verwandtschaft; interessant dabei ist, daB Nr. 21 Saccha-
rose nicht mehr vergiren konnte, dagegen unvermittelt Glycerin
schwach zu sduern vermochte. Bei Stamm Nr. 22 schien das anldfi-
lich der letzten Priifung durch einen Tochterstamm geduBerte Gi-
rungsvermogen fiir Mannit und Saccharose bei der Mehrzahl der
Keime im unwirksamen, latenten Zustande stecken geblieben zu sein.
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Fine letzte Untersuchung nahmen wir Ende Juni 1941 vor, bei
welcher wiederum aus beiden Stammkulturen durch Ausstrichkul-
turen auf Peptonschottenagar 10 (aus je einem Nachkommen ent-
standene) Kolonien isoliert und untersucht wurden. Diese Tochter-
stimme lieferten die folgenden Girungssymbole:

Stamm Nr.21 8Kol. 3 6 7 8 9 10 12 13 16 18
2Kol. 3 6 7 8 9 10 (11) 12 13 14 16 18
Stamm Nr.22 9 Kol 78 9 19 12 13 16 18
1 Kol. 78 9 10 (11) 12 13 16 18

Sc.lactis Nr. 21 lieferte anliBlich dieser Priifung mehrheitlich
Nachkommen, deren Girungssymbole in nichts mehr an das friihere
faecium-Symbol erinnerten. Beachtenswert ist, daB 2 Tochter-
kolonien ein Symbol zu Tage treten lieBen, welches abgesehen von
unbedeutenden Schwankungen demjenigen der Ausgangskultur ent-
sprach. Der Stamm Nr. 22 war seit der letzten Untersuchung der
Féhigkeit, 3 (Arabinose) zu siuern, verlustig gegangen. Fin Nach-
komme zeigte ein schwach ausgebildetes Gédrungsvermégen fiir 11
(Saccharose), unterschied sich aber sonst nicht von den iibrigen 9
Tochterstimmen. v

Zur besseren Veranschaulichung der Dissoziationsbreite geben
wir auch fiir diese beiden lactis - Stimme eine Zusammenste,lung
sdmtlicher angetroffenen Girungssymbole.

Datum Stamm Nr. 21 Stamm Nr. 22
13.V.39 (235678910 111213 14 16 18 13 78910 121316 18
25.V.39 3 678910111213 1618 13 78910 1213 16(17)18
19. VIL. 39 3 678910111213 16 18 3 78910 121316 18
3567891011 1213 14 16 18 678910111213 16 18
78910 1213 1618
XI1. 40 (1) 3 678910 1213 1618 3 78910 121316 18
3 678910 1213 1618 78910 121316 18
3 6789 10(11)12 13 14 16 18 789101012 13 16 18

Die bei den beiden lactis - Stimmen erzielten Resultate ver-
anlassen uns zu folgenden Bemerkungen:
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1. Die beiden, anfinglich in der «Zuckerreihe» groBe Unter-
schiede zeigenden Stimme Nrn. 21 und 22 haben im Verlaufe der
Untersuchungen iiber Dissoziationsvorginge Girungssymbole gelie-
fert, welche sie auch in bezug auf dieses Merkmal einander niher
riicken lieBen.

2. Die Wahrscheinlichkeit, durch einmalige Priifung auf die Zuk-
kerreihe das nach Orla-Jensen typische Symbol zu erhalten,
ist klein, da dieses vom jeweiligen Grade der Bereitschaft des Orga-
nismus zur Dissoziation abhdngig ist.

3. Je mehr Glieder ein Garungssymbol aufweist, desto grofer
sind die zu beobachtenden Schwankungen.

c) Die Ergebnisse
bei Thermobacterium helveticum und
Thermobacterium lactis

Der helveticum-Stamm Nr. 7 mit dem Symbol:
7 8 9 10 12 13 16
und Tbm. lactis Nr. 5: .
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 18

als typische Vertreter ihrer Art wurden auf die bekannte Weise
periodisch auf ihr Zuckervergirungsvermdgen gepriift. Obige Glie-
derreihen wurden bei der unmittelbar auf die Reinziichtung folgen-
den Untersuchung am 15. April 1939 erhalten.

Die beiden Milchstammkulturen wurden dann am 27. April 1939
zur ersten Nachpriifung auf die 18 Zuckerndhrldsungen verarbeitet,
was zu den nachstehenden Ergebnissen fiihrte:

Tbm.helveticum:
7 8 9 10 12 13 16

Tbm. lactis:
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 18

D. h., auBer einer Abnahme der Géirungsintensitit fiir einige Sub-
stanzen, konnten weder bei Tbm. helveticuin noch bei Tbm.
lactis irgendwelche Verinderungen wahrgenommen werden, es
waren also keine Girungsvermdgen vom aktiven in den latenten
Zustand iibergetreten oder umgekehrt.

1'/, Monate spiter, am 19. Juni 1939, untersuchten wir nach dem

117



friiher erwdhnten Vorgehen 10 Nachkommen eines jeden Stammes.
Uber die Befunde gibt die folgende Zusammenstellung AufschluB.
Um nicht zu viele Typen von Girungssymbolen aufstellen zu miis-
sen, haben wir dabei nur zwischen zwei Intensititsgraden unter-
schieden; so bedeuten eingeklammerte Zahlen schwache und die
nicht besonders gekennzeichneten mittelstarke-kriftige Zersetzung.

Tbm. helveticum:

5 Kolonien 7 8 9 10 12 13 16

4 Kolonien 78 9 10 12 13 (16)

1 Kolonie 8§ 9 10 12 13
Tbm. lactis:

3 Kolonien () 6 78 9 10 11 12 13 14 16

5 Kolonien 7 8 9 10 11 12 13 (16)

2 Kolonien 7.8 9 10 (11) 12 13

Von unserem helveticum-Stamm hatte die groBe Mehrzahl
der Nachkommen die urspriinglichen fermentativen FEigenschaften
beibehalten. 4 Tochter hatten Dextrin nurmehr schwach vergoren,
die Individuen einer Kolonie vermochten diesen Zucker iiberhaupt
nicht mehr anzugreifen und lieBen desgleichen auch Fructose unbe-
rithrt. Tbm. lactis lieferte diesmal zum groBten Teil Girungs-
symbole von geringerer Gliederzahl als der in frischem Zustande
isolierte Ausgangsstamm. Die Mehrzah! der Tochterstimme lieB die
Vergirung von Alkoholen (5 und 6) und Raffinose vermissen. Salicin
wurde in keinem Symbol mehr angetroffen. 2 Tochterkolonien siu-
erten Saccharose nur gering und Dextrin iiberhaupt nicht mehr. Im
groBlen ganzen hatten die beiden Stimme bis zu diesem Momente
weniger Schwankungen gezeigt, als wir auf Grund der Befunde bei
den Priifungen der frisch isolierten Thermobakterienstimme er-
wartet hatten.

Die weitergeziichteten Stichkulturen wurden Mitte Dezember
1940 nach einer Passage in Magermilch wiederum auf die Zucker-
reihe gepriift. Die dabei erzielten Girungssymbole waren

fir Tb m. helveticum:
8 9 10 12 13 (16)

fiir Tbm. lactis:
78 9 10 11 12 13 16 (18)

Die beiden Stimme hatten anlidBlich dieser Untersuchungen
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neue, bisher nie beobachtete Dissoziationsformen der Zuckerreihe
geliefert. Thm. helveticum setzte sich offenbar aus Zellen zu-
sammen, welche das Vermogen, Fructose zu zersetzen, verloren hat-
ten, eine Figenschaft, die bei der letzten Untersuchung durch eine
Tochterkolonie bereits geduBert worden war; es scheint, daf§ diese
Veranderung im Girvermdgen in der Zwischenzeit auf die meisten
Individuen dieses Stammes iibergegriffen hatte. Der lactis-
Stamm lieB eine Gliederreihe erkennen, welche in der Hauptsache
dem im Juni 1939 fiir die meisten Tochterstimme geltenden Symbol
entsprach, indem eine Vergirung der Alkohole Sorbit und Mannit.
sowie von Raffinose ausblieb, dagegen war diesmal 16 (Dextrin)
wiederum mittelstark zersetzt worden und die Fihigkeit, 18 (Sali-
cin) zu fermentieren, hatte erneut vom unwirksamen 'atenten in den
aktiven Zustand hiniiber gewechselt.

Im Mirz ermittelten wir fiir diese beiden Thermobakterien-
stimme folgende Girungssymbole:

Tbm,helvveticum:
7 8 9 10 13

Tbm.lactis:
7 8 9 10 (11) 12 13 (16)

Interessanterweise hatte sich der helveticum-Stamm auf
dem Wege der Dissoziation einmal mehr ein bis anhin nie gezeigtes
Symbol zugelegt. indem er 7 erneut kriftig angriff, dagegen sowohl
12 als auch 16 unberiihrt lieB. Thm. lactis lieB gegeniiber der letzten
Priifung nur unbedeutende Abweichungen erkennen; die Garungs-
intensitit fiir 11 und 16 war etwas zuriickgegangen, 18 fiel erneut
vollstindig aus.

Die letzte Untersuchung, Ende Juni 1941 durchgefithrt. voll-
zogen wir wiederum an je 10 Tochterkolonien, deren Symbole aus
der folgenden Zusammenstellung ersichtlich sind:

Tbhbm. helveticum:

9 Kolonien 7 8 9 10 12 13

1 Kolonie 7 8 9 10 11 12 13 (16)
Tbhbm. lactis:

8 Kolonien 7 8 9 10 11 12 13 16

1 Kolonie 7 8 9 10 13 16

1 Kolonie (M 8 9 10 (11) 12 13 16
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Einmal mehr traten zum Teil bisher nicht beobachtete Typen
von Gérungssymbolen auf, welche deutlich veranschaulichen, wie
auf dem Wege der Dissoziation stindig neue Formen entstehen kén-
nen. 9 von 10 Nachkommen des helveticum-Stammes ver-
mochten 7 (Fructose) wieder zu zersetzen. Beachtenswert ist aber
besonders der 10. Tochterstamm, welcher als erster ein mittelstar-
kes Girungsvermogen fiir 11 (Saccharose) besal und mit dieser
Eigenschaft gewissermaBen eine Briicke zu Tbm. lactis schlug.
Der lactis-Stamm Nr. 5 schien im Momente der Priifung aus
ganz uneinheitlichen Individuen bestanden zu haben. Die Mehrzahl
lieferte ein fiir diese Spezies mehr oder weniger typisches Symbol;
ein Tochterstamm fiel dagegen ganz aus dem Rahmen, indem in
seiner «Zuckerreihe» nicht nur 11 (Saccharose). sondern auch 12
(Maltose) vermiBt wurde, was eher einem Symbol fiir Tbm. bul-
garicum entsprochen hitte.

Bemerkenswert waren aber die Befunde dieser letzten Unter-
suchung ganz besonders. weil bei beiden. den Arten Thm. hel -
veticum und Tbm. Jactis angehdrenden Stimmen Nachkom-
men angetroffen wurden, welche mit dem Symbol 7 8 9 10 11
12 13 16 in dieser Eigenschaft identisch waren.

Die bei den zwei Thermobakterienstimmen im Verlaufe dieser
Untersuchungen angetroffenen Garungssymbole sind aus nachstehen-
der Zusammenstellung ersichtlich.

Datum Tbm. helveticum Tbm. lactis
15.1V. 39 78910 1213 16 5678910111213 14 16 18
27.1V.39 78910 12 13 16 567891011 12 13 14 16 18
19. VI. 39 78910 1213 16 (5)6 7891011 12 13 14 16
78910 12 13(16) 78910111213 (16)
8910 1213 789 10(11)12 13
XI1. 40 8910 12 13(16) 78910111213 16(18)
11 41 78910 13 789 10(11)12 13  (16)
VI 41 78910 1213 78910111213 16
78910 11 12 13(16) 78910 13 16

(M8 9 10(11)12 13 (16)

Den geschilderten Befunden méchten wir folgende Bemerkun-
gen beifiigen:
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1. Die Schwankungen im Aussehen der Gérungssymbole bei
wiederholter Untersuchung ein und desselben Stammes bewegen
sich im gleichen Rahmen wie diejenigen zwischen verschiedenen
Stimmen bei einmaliger Priifung.

2. Als Bestdtigung unserer friiher geduBerten Ansicht zeig.@n die
Studien iiber Dissoziationsvorgiange bei Tbm. helveticum und
Tbm. lactis, daB von einem typischen helveticum-, bzw.
lactis-Symbol nicht gesprochen werden kann, und daB somit
diese Figenschaft zur Bestimmung der beiden Arten nur von zwei-
felhaftem Werte ist.

C. Diskussion der bei den Dissoziationspriifungen
erzielten Untersuchungsbefunde

Diese wenigen Untersuchungen iiber Dissoziationsvorginge in
der «Zuckerreihe» an je 2 Stimmen von Sc.thermophilus und
Sc.lactis sowie an je einem Stamm von Tbm. helveticum
und Thm. lactis sollten uns AufschluB geben iiber die Grenzen,
innerhalb welchen dieses Merkmal varijeren kann. Wir sind uns
vollauf bewuBt, daB durch unsere Fxperimente infolge des geringen
zahlenmiBigen Umfanges nicht alle Moglichkeiten der Variation er-
faBt worden sind, immerhin diirfen wir aus den angetroffenen Disso-
ziationsformen folgende Schliisse ziehen:

1. In Anlehnung an das bereits anlidBlich der Besprechung der
einzelnen Milchsiurebakterienarten Gesagte und im Gegensatz zu
Burri (Lc. p.110) sind wir der Auffassung, daB die «Zuckerreihe»
fir Sc. thermophilus, welcher sich durch eine Reihe anderer
Figenschaften unzweifelhaft als eigene Art ausweist, als Merkmal
zu Bestimmungszwecken nur bedingt verwendet werden kann. Wohl
ist im allgemeinen sein nur aus wenigen Gliedern bestehendes Gé-
rungssymbol charakteristisch, wobei in der Regel sowohl der An-
fangs- als auch der Endteil der von Orla-Jensen aunigestellten
«Kohlehydratreihe» vermiBt werden. Aber gerade die Experimente
von Burri zeigen deutlicher als die unsrigen, daB es Stimme und
Dissoziationsformen gibt, welche eine recht groBe Anzahl von Zuk-
kern vergiren koénnen. Der genannte Forscher weist zwar darauf hin,
daB er bewuBt eine gewisse Selektion trieb in dem Sinne namlich, als
er aus Proberohrchen solcher Substanzen, die nur selten angegrif-
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fen wurden, Tochterstimme isolierte, von denen dann einzelne diese
frither erwidhnten langen Symbole lieferten. Wir sehen aber keinen
Grund, weshalb nicht auch auBerhalb des Reagierglases in anderer
Umgebung die gleichen, solche Verinderungen bewirkenden Krifte
tatig sein konnten. Die Girungssymbole derartiger Dissoziations-
formen sind dann eben ausgesprochen atypisch und miissen bei
deren Verwendung zu diagnostischen Zwecken zu Unsicherheiten
fithren.

2. Ein auf Grund anderer Eigenschaften zur Spezies Sc. lac-
tis gerechneter Streptokokkenstamm zeigte in frisch isoliertem
Zustande folgendes Girungssymbol (Giirungsintensitit nicht beriick-
sichtigt): .

2 356789 10 11 12 13 14 16 18,

welches nach Orla-Jensen zufolge der Anwesenheit der Glie-
der 3 (Aarabinose), 11 (Saccharose) und 14 (Raffinose) fiir Sc. fae -
cium typisch ist. Nach zweijihriger Weiterziichtung lieferte die
Mehrzahl der Nachkommen ein Symbol, in welchem sowoh! 11 als
auch 14 fehlten und das somit die fiir Sc. lactis geforderten Kri-
terien aufwies. Anderseits duBerte ein weiterer lactis- Stamm
anfénglich die von dieser Art verlangten Girungsvermogen und be-
hielt diese wihrend der zweiidhrigen Priifungszeit bei. Dagegen lie-
ferten einzelne Individuen der Nachkommenschaft Girungssymbole,
in welchen auch 11 (Saccharose) enthalten war, ein Zucker, der von
Sc.l actis nicht angegriffen werden sollte. Das heiBt doch wohl
nichts anderes, als daB es fiir Sc. lactis nicht ein bestimm -
tes, sondern mehrere mogliche Symbole gibt. Unter diesen
befinden sich nun aber welche, die nach Orla-Jensen nur fiir
gewisse andere Arten, z.B. Sc. faecium charakteristisch sein
sollten. Wir sind iiberzeugt, daB bei analoger Versuchsanstellung fiir
Sc. faecium auch bei dieser Art ganz atypische «Zuckerreihens
beobachtet werden konnten, welche z. B. fiir Sc. lactis oder Sc.
glycerinaceus sprechen wiirden. Damit tritt die sehr nahe
Verwandtschaft aller dieser Organismen zu Tage und bemerkens-
werterweise gerade mit Hilfe jenes Merkmales, welches Orla-
Jensen mit zur Trennung dieser Spaltpilze diente.

3. Je ein Vertreter von Tbm. helveticumund Thm. lac-
tis, also von zwei Arten, welche sich scharf voneinander trennen
lassen, wurden zu wiederholten Malen der Priifung auf die «Zucker-
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reihe> unterworfen. Sie vermochten wihrend zwei Jahren mehr
oder weniger ihre typischen Girungssymbole beizubehalten, die sich
zwar nur im Auftreten bzw. Fehlen von 11 (Saccharose) unterschie-
den. Nun zeigte -aber anldBlich der letzten Priifung ein Tochterstamm
von Tbm. helveticum ein deutliches Garungsvermogen fiir 11
und damit das gleiche Symbol wie der gepriifte lactis- Stamm.
Es wurde also bei diesen zwei Thermobakterienarten eine Ver-
wandtschaft vorgetiuscht, welche nach der Zuckerreihe beurteilt,
gleich nahe sein miiBte, wie zwischen Sc. lactis und Sc. fae-
cium, wihrend andere Eigenschaften eindeutig ergaben, daB diese
beiden Thermobakterien scharf voneinander zu trennen sind. Diese
Befunde bestitigen die Auffassung Burris und Kollmanns,
daB Tbm. helveticum und Tbm. lactis in den wenigsten
Fillen auf Grund der «Zuckerreihe» erkannt werden konnen.

V1. Zusammenfassung
der vorliegenden Untersuchungsergebnisse

1. Zum Zwecke der Frweiterung unserer Kenntnisse der Milch-
siurebakterienflora frischer und gelagerter Kilber-Labmagen
wurden je 20 Magen der bakteriologischen Untersuchung un-
terworfen und versucht, die isolierten Milchsdurebildner unter
die von Orla-Jensen beschriebenen Arten einzureihen. Da-
bei wurde das Hauptgewicht auf die Priifung der Verwendbar-
keit der sogenannten «Zuckerreihe» zu diaghostischen Zwecken
gelegt. Die erzielten Befunde wurden durch das Studium der
Dissoziationsvorginge bei Tbm. helveticum, Tbm. lac-
tis, Sc. thermophilus und Sc. lactis erhirtet.

2. Der Keimgehalt bei frischen wie bei gelagerten Labmagen
schwankt von einigen Tausenden bis mehreren Millionen Bak-
terien pro Gramm frischen bzw. lufttrockenen Materiales.

3. Die Milchsiaurebakterien machen bei frischen Magen den Haupt-
anteil der Mikroflora aus, bei Handelsware dominieren die Kok-
ken und Colibakterien. In besonders geringer Zahl sind in ge-
lagerten Labmagen die Milchsiurestibchen nachzuweisen. Trotz-
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dem bedingten frische Magen eher ein blihendes Lab als ge-
trocknete.

. Nicht alle der isolierten 181 Streptokokken und 344 Milchsiure-

stdbchen lieBen sich mit Sicherheit mit einer der von Orla-
Jensen beschriebenen Spezies identifizieren.

. Als auf Grund von mehreren Figenschaften scharf voneinander

zu trennende Arten erwiesen sich:

Sc. thermophilus,
Sc.inulinaceus,

Tbm. helveticum,
Tbm. lactis.

Arten, deren Grenzen durch das Auftreten von Ubergangsfor-
men verwischt werden, sind:

Sc. lactis,

Sc.faecium,

Sc.glycerinaceus.

Sbm. casei,

Sbm. plantarum.

Bbm. breve,

Bbm. longum.

Es wurden die Griinde aufgefiihrt. welche dafiir sprechen, daB
es sich bei den einzelnen Arten innerhalb dieser drei Gattungen
um Unterarten oder Rassen einer einzigen, weiter zu fassenden
Spezies handelt.

. Die «Zuckerreihe» hat sich als innerhalb weiter Grenzen schwan-

kendes Merkmal erwiesen. Die Befunde der Priifungen auf diese
Eigenschaft, sowie die Frhebungen iiber Dissoziationsvorgiinge
in der Kohlehydratreihe haben gezeigt. daB einerseits die Nach-
kommen ein und desselben Stammes Gérungssymbole liefern
konnen, welche fiir die Vertreter einer anderen Art typisch sind,
daB aber anderseits Nachkommen von Stimmen verschiedener,
auf Grund anderer Eigenschaften scharf voneinander zu tren-
nender Arten die genau gleichen Symbole hervorzubringen ver-
mogen.

Wir kommen deshalb zum SchluB. daB der «Zuckerreihes» fiir
diognostische Zwecke der ihr vielfach beigemessene Wert nicht
zukommt und mochten empfehlen, von ihrer Verwendung, wenn



schon, dann nur mit groBer Vorsicht (wiederholte Priifungen)
Gebrauch zu machen.

9. Im Interesse einer einfachen Bakteriensystematik méchten wir
fiir die ganze Gruppe der stibchenférmigen Milchsdurebakterien
die alte Gattungsbezeichnung Bacterium beibehalten und
spezifische Eigenschaften (Thermophilie, Kettenbildung, Gasbil-
dungsvermégen, u.a.) nur in der Artbezeichnung ausgedriickt
haben.

10. Arten, die identische Dissoziationsformen abspalten lassen, sind
in einer einzigen, simtliche Variationen umfassenden Spezies zu-
sammenzufassen. Manche der Orla-Jensenschen Milch-
siurebakterienarten sinken dadurch zu Rassen oder Varietiten
herab.

Zu groBem Dank bin ich dem Kuratorium des Laur-
Fonds verpflichtet, welches mir aus dem Laur-Fonds fiir die
Drucklegung der Arbeit einen namhaften Beitrag gewdhrte.

Anhang

Fiir die Beurteilung des Wertes der «Zuckerreihe» zu diagnosti-
schen Zwecken ist es von Wichtigkeit, die Hiufigkeit zu kennen,
mit welcher die einzelnen stickstoffireien Substanzen gesduert wer-
den. Im Interesse der besseren Ubersichtlichkeit haben wir zu deren
Darstellung die graphische Methode gewihlt.

Auf der Abszisse sind die einzelnen Zucker (1—18), auf der Or-
dinate diejenigen Stimme in %o der untersuchten Stamme aufgetra-
gen, die ein bestimmtes Kohlehydrat siuerten. Die Zahlen der X-
Achse entsprechen wie diejenigen der Girungssymbole den Num-
mern der Kohlehydrate, welche ihnen gemiB der Reihenfolge in der
«Zuckerreihes nach Orla-Jensen zukommen; der Einfachheit
halber sei diese nochmals wiedergegeben:

1. Glycerin 7. Fructose 13. Lactose
2. Xylose 8. Glucose ) 14. Raifinose
3. Arabinose 9. Mannose 15. Inulin

4. Rhamnose 10. Galactose 16. Dextrin
5. Sorbit 11.- Saccharose 17. Stdrke
6. Mannit 12. Maltose 18. Salicin
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Aus den Figuren sind auch die Intensititsgrade der Vergirung er-
sichtlich, so bedeuten:

schwarz = kriftige
schraffiert — mittelstarke
weill — schwache Vergirung

Die totale Sdulenhéhe gibt die Gesamtzahl jener Stimme in %o
wieder, die den betr. Zucker iiberhaupt gesiuert haben, die drei
Farbtone lassen dann erkennen, wie groB der Anteil der kraftig, mit-
telstark und schwach angreifenden Stimme war.
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In Fig. [ wire also die Siule z. B. des Zuckers 7 (Fructose) fol-

gendermaBen auszulegen:
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