[Aus dem Institut fiix Infectionskrankheiten.]

Untersuchungen iiber das Choleragift.

Von

Dr. R. Pfeiffer,

Vorsteher der wissenschaftlichen Abtheilung des Institutes fir Intectiouskrankheiten.

Vor zwel Jahren hatte ich dber die Beziehungen des Vibrio
Metschnikowi zur Cholera asiatica gearbeitet und dabei in den durch
Kochen sterilisirten Bounillonculturen dieses Vibrio ein Gift kennen gelernt,
das bei intraperitonealer Injection Meerschweinchen in der relativ geringen
Dosis von 2°m unter sehr charakteristischen Erscheinungen zu todten ver-
mochte. Ich ging an die genauere Untersuchung dieser Giftsubstanzen
in der ausgesprochenen Absicht, Analogien aufzufinden, die mir fir ein
spiteres Studium der Giftwirkung der Cholerabacterien den Weg ebnen
sollten.

Diese Erwartungen haben sich vollauf bestitigt. Der Verlauf meiner
Untersuchungen fihrte mich zu Resultaten, die, wie es scheint, eines ge-
wissen Interesses fiir die Cholerafitiologie nicht entbehren.

L

Culturen des Vibrio Metschnikowi, die seit linger als zwel Jahren
auf Agar fortgeziichtet worden waren, wurden zunichst auf ihre Virulenz
gepriift. Sie todteten bei intermusculirer Impfung Tauben in der nor-
malen Zeit von 18 Stunden mit sehr starken localen Verfinderungen in
der Umgegend der Impfstelle, wahrend das Herzblut auffillig arm an
Vibrionen war. FErst nach mehrfachen Uebertragungen von Taube zu
Taube traten die Vibrionen wieder im Herzblut auf in Mengen, wie
ich sie von fritheren Untersuchungen noch in lebhafter Erinnerung hatte.
Es wurden nun aus dem Taubenblut Reinculturen angelegt, welche zur
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Infection einer Anzahl Literkolben mit schwach alkalischer Fleischwasser-
peptonbouillon dienten.!

Bei meiner ersten Versuchsreihe mit dem Vibrio Metschnikowi
hatte ich ausschliesslich mit Culturen gearbeitet, welche durch Iochen
sterilisirt waren. Da der Verdacht nahe lag, dass die Temperatur von
100° fir die in Frage kommenden Giftkorper nicht ganz gleichgtiltig sein
mochte, so ging ich zunichst an eine Vergleichung der gekochten und
der mit Hiilfe des Chamberland’schen Filters keimfrei filtrivten Cultur-
fliissigkeiten. Der Versuch wurde in folgender Weise angestellt: Kine
14 Tage alte, auf ihre Reinheit gepriifte Boullioncultur des Vibrio M.
wurde in zwei Portionen, A und B, getheilt. A wurde !/, Stunde im
Dampfkochtopf der Temperatur des stromenden Dampfes ausgesetzt, B durch
Porzellanfilter gejagt.

Tabelle I giebt eine Ubersicht der Thierversuche.

A. Versuche mit gekochter Bouilloncultur des Vibrio Metschnikowi.
|

Nr.| Gewicht Dosis Resultat Bemerkungen

1 | Meerschw. 4 cem + Temperatur sinkt rapide, Tod im Laufe
3208™ | intraperiton. der Nacht.

2 270 ,, 9 cam + . Wie Versuch 1.

3 325 ,, : 2, + Dito.

4 260 ,, \ 1, Thier bleibt

: ’ am Leben

B. Versuche mit keimfrei durch Porzellan filtrirter Culturfliissighkeit.

5| 260&m J 4 com i + ! Deutliche Giftwirkungen. Die Temp.
' | sinktlangsam. Todim Laufe der Nacht.

Thier bleibt | Sehr geringe, rasch voriibergehende Gift-

6| 246, 4, |
: ;  gesund . wirkung.
300, 2, ‘ dito t Kaum Spur von Giftwirkung.
81 800, 2, dito |

! Diese Bouillonculturen gaben zu meiner Ueberraschung bei Zusatz von
Schwefelsiure einé schr schwache und undentliche Cholerarothfirbung, wihrend letz-
tere Reaction vor zwei Jahren an den frisch aus Paris bezogenen Culturen ausser-
ordentlich stark gewesen war. Ich lernte bald darauf eine Choleracultur kennen,
welche gleichfalls die Cholerarothreaction zwar deutlich, aber auffillig schwach gab.
Es scheint als ob grade in der Gruppe der Vibrionen rasche Aenderungen im mor-
phologischen und-~ biologischen Verhalten hiufiger vorkommen, da ich in der Lage
bin, noch @ber ein drittes hierher gehdriges Beispiel zu berichten. Der Deneke’sche
Vibrio, welcher seit Jahren im hygienischen Institut auf kiinstlichen Nahrboden
fortgeziichtet wird, hat im Laufe der Zeit vollig die Fihigkeit eingebiisst bei Brut-
temperatur zu wachsen, wihrend er bei Zimmertemperatur noch ftippige Entwicke-
lung zeigt.
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Die durch Kochen sterilisivte Cultur ist also mindestens doppelt so
giftig wie das keimfreie Filtrat der unerhitzten Bouilloncultur. Im er-
steren Falle sind 2¢™ bei mittleren Meerschweinchen die todtliche Dosis,
withrend von den filtrirten Culturen die doppelte Quantitiit (vergl. Vers. 6)
noch eben vertragen wird. Wie war dies immerhin auffillige Resultat zu
erkliren? Es lagen da verschiedene Miglichkeiten vor, die einzeln geprift
werden mussten.

Zundchst war es denkbar, dass die fraglichen Giftstoffe erst durch
den Process des Erhitzens gebildet wurden. In diesem Falle musste es
gelingen durch Kochen dem keimfreien Filtrate eine erhihte Giftwirkung
beizulegen.

Tabelle IIL

Versuche mit keimfreiem Filtrat, das nachtriiglich !/, Stunde im Dampf-
kochtopf erhitzt worden war.

§ 1
Nr.'l Gewicht ‘ Dosis | Resultat | Bemerkungen
9| o4pem 1 4 com Thier bleibt | Geringes Sinken der Temperatur bis auf
| Jintraperiton. gesund 36-0. Thier erholt sich vollstandig.
10 260, i 2 eem Jceine
! Wirtkung

Man sieht, das Thierexperiment entscheidet gegen diese Annahme.

Die Giftstoffe sind also schon in der wrspriinglichen Culturflissigkeit
vorhanden. Wenn sie trotzdem nicht in das Filtrat {ibertraten, so kann
dies nur zwei Griinde haben:

entweder lisst sie die Substanz des Filters nicht passiren,
oder sie sind in der Culturfliissigkeit unloslich und bilden corpus-
culire Massen, die im Filterriickstande zuriickbleiben.

Wir wissen nun von den Toxinen der Diphtherie und des Tetanus,
dass sie ohne weiteres im Filtrat auftreten, wenn vielleicht auch Bruch-
theile der wirksamen Korper in der Filtersubstanz gebunden werden.
Sollte sich dies bei dem Vibrio Metschnikowi so ganz anders verhalten?
Die folgenden Versuche bringen als Experimentum erusis die Entscheidung.
Wenn man nimlich die Metschnikoff-Bouillonculturen erst kocht und
dann durch das Chamberland’sche Filter schickt, so erhilt man sehr
viel wirksamere Filtrate, deren toxische Bigenschaften sehr nahe heran-
reichen an die der gekochten unfiltrirten Bouilloncultur.
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Tabelle III

Versuche mit durch Kochen sterilisirter und dann durch Porzellan fil-
trirter Bouilloncultur des Vibrio Metschnikowi.

]
Nr.| Gewicht Dosis Resultat

i Bemerkungen
‘ T P — T e A
11 | Meerschw.: 3 com + Injection 10 Uhr. Temp. 88-5, um 12 Uhr
220 srm ‘ intraperiton. Temper. 35:5, um 2 Uhr 34-3, gegen
Abend 1.
12 280, | g cem starke Gift- | 3 Stunden nach der Injection Temper.-

| wirkg. Thier] Abfall von 2°

erholt sich

13 . 235 ,, 1, starke Gift- | Temperatur fillt 3 Stunden nach der In-
: wirkung jection 8-3° unter die Norm.

Thier erholt sich wieder.

i i

Fir den Ausfall dieser Versuche giebt es nur eine Erklirung. Is
miissen Giftstoffe, die vorher unldslich waren, durch die I{ochhitze gleich-
sam aufgeschlossen und in einen lislichen Zustand tbergefithrt worden
sein, in welchem sie mit grosser Leichtigkeit durch das Porzellanfilter
hindurch zu gehen vermigen.

Was sind das nun fiir corpusculire Elemente, die wir in der unge-
kochten Culturflissigkeit als Triger der toxischen Eigenschaften ‘suppo-
niren miissen, sind es einfache Niederschlige, oder sind es vielleicht
die Bacterien selbst? Nichts ist leichter als die Entscheidung dieser
Frage, die doch fir unsere Auffassung von der Natur der Bacterientoxine
von allerhdchster principieller Bedeutung ist. Man kann sich ja Bacte-
rienkérper in beliebiger Menge und in grosser Reinheit beschaffen, wenn
man moglichst frische Agaroberfiichenculturen abstreift und man erhilt
so ein Material, mit welchem sich sehr bequem experimentiren lisst.

Soweit war ich in meinen Untersuchungen gelangt, als das Institut
fir Infectionskrankheiten durch die Liebenswiirdigkeit des Dr. Pasquale,
dem ich dadurch zu hohem Dank verpflichtet bin, aus Massaua eine Cholera-
cultur erhielt, die erst 3/, Juhre auf kinstlichen Néhrboden fortgepflanzt
war und die einen sehr hohen Grad von Giftigkeit entfaltete. Mit dieser
Cultur sind die folgenden Thierversuche angestellt worden.

1L

Als wichtigstes Resultat schicke ich die Thatsache voraus, dass Meer-
schweinchen mit verschwindend geringen Mengen lebender Cholerabacte-
rien bei intraperitonealer Injection getodtet werden kénnen. Schon Ni-
cati und Rietsch hatten vom Unterhautzellgewebe aus Meerschweinchen
mit lebenden Choleravibrionen zu vergiften vermocht und Hiippe war es
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gelungen, noch viel sinnfilligere Effecte durch Einfihrung von Cholera-
culturen in die Bauchhohle zu erzielen. TLeider wurde Hippe an der
richtigen Deutung seiner Versuche durch die falsche Annahme gehindert,
dass die Cholerabacterien durchaus in den Darm gelangen missen, um
dort anaérobiotische Spaltungen auszuldsen und so erst secundir die toxi-
schen Substanzen zu bilden, wéhrend sie in Wahrheit, wie ich in aller
Strenge beweisen werde, das Toxin in oder an ihrer Leibessubstanz schon
mit sich fiihren.

Es galt nun zunichst die Hohe der todtlichen Dosis zu ermitteln.
Um vergleichbare Resultate zu haben, und um dem Einwurfe zu begeg-
nen, dass die Giftwirkung durch den Bacterien beigemengte Stoffwechsel-
producte im fritheren Sinne hervorgebracht werde, wurden ausschliesslich
ganz frische, hichstens 18 Stunden alte Agaroberflichenculturen ver-
wendet, die bei Bruttemperatur gewachsen waren.

Mit Hulfe eines Spatels lassen sich derartige Culturen mit Leichtig-
keit fast quantitativ genau abstreifen Der mittlere Ertrag eines Agar-
rohrchens betrug unter diesen Umstinden etwa 30 ™8 Culturmasse. Da
es zu umstdndlich erschien, jedesmal die zum Versuch nothige. Menge
abzuwiegen und da bei den #usserst geringen Quantititen, um die es sich
hier handelte, die Fehlerquellen durch Ungenauigkeiten des Wiegens und
durch Wasserverlust wihrend des Verweilens auf der Waage, an sich sehr
erheblich waren, so wurde ein anderes Verfahren zum Bestimmen der
Culturmenge verwendet, welches zwar nur annihernd vergleichbare Re-
sultate gab, sich aber doch recht gut bewihrt hat. Ich verfertigte mir
eine kleine Platindse, die ich wihrend der ganzen Versuchsreihe ausschliess-
lich in Anwendung zog und ermittelte durch Wigung das Gewicht der
Culturmenge, die ich damit von der Agaroberfliche abstreifen konnte, so
dass die Hohlung grade gleichmassig gefiillt war. Ich erhielt im Durch-
schnitt 1-5®8, also den 20. Theil einer mittleren Agaroberflichencultur.
Ich werde im weiteren Verlaufe dieser Abhandlung mit Agarculturen oder
deren Bruchtheilen und mit Platindsen rechnen; wobei ein fiir allemal
eine Agarcultur = 30™& und = 20 Platindsen zu setzen ist.

Tabelle IV.
Versuche mit intraperitonealer Injection lebender Choleraculturen.?

Nr.| Gewicht Dostis Erfolg ] Bemerkungen
14 | 440&™ 1Y, Oese | + i Starke Temperaturerniedrigung, 1 in der
i intraperiton. , . Nacht.

! Zur Injection wurde die Culturmasse mit moglichst geringen Mengen, !/, bis
1 cm_ steriler Bouillon aufgeschwemmt.
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(Fortsetzung.)

T

Nr.| Gewicht Dosis ‘ Erfolg Bemerkungen

15 ‘ 370 s Iy Ouse ! + | Starke Temperaturerniedrigung, 1 in der
intraperiton. | | Nacht.

16 400 ,, Yy Oese | starke Gift- Temperaturabfall 4 Stunden nach der In-
intraperiton. | wirkg. Thier  jection bis 35-4. Sehr langsames An-

. erholt sich < steigen der Korperwirme. Thier erholt

i sich vollig.

171 200, ; 1 Oese jgeringe Gift-! Voriibergehende Temperatursteigerung.
i subeutan @ wirkung | 8 Stunden nach der Injection von 38-3
{ i bis 40-0, Thier vollig maunter.

Aus diesen Versuchen, denen ich noch eine ganze Reihe anderer, die

sammtlich positiv ausfielen, hinzufiigen kdnnte, ist zu schliessen, dass die
todtliche Dosis lebender Choleracultur fiir Meerschweinchen von ca. 400%™
Gewicht bei intraperitonealer Injection etwa 1 Oese betriigt, wihrend aus-
nahmsweise auch geringere Mengen bis zu !/, Oese hinab den letalen
Ausgang herbeifiihren kinnen. Bei subcutaner Injection ist der toxische
Effect -der Choleraculturen erheblich geringer uud dem entsprechend die
letale Dosis mindestens um das 5 bis 10 fache hoher zu setzen.

Das Krankheitsbild der so erzeugten Choleravergiftung zeigt beim Meor-
schweinchen sehr charakteristische Ziige. Die ersten Vergiftungssymptome
treten frihestens 1!/, bis 2 Stunden nach der Injection auf. Die Thiere
werden auffillig ruhig und fithlen sich schlaff an, auch macht sich sehr
frithzeitig eine gewisse Muskelschwiiche bemerkbar. Jetzt beginnt auch
die Koérperwiirme rapide zu sinken, die Abnahme der Rectaltemperatur
betriigt ofters 2-—8° Cels. im Laufe einer Stunde. Gleichzeitig steigt die
Prostation des Thieres. Dasselbe liegt platt auf dem Bauch, odar auf der
Seite, unfihig sich wieder aufzurichten. Die Hinterextremititen sind wie
gelihmt, von Zeit zu Zeit durchschauern fibrillire Zuckungen die Muscu-
latur. Jetzt fiihlt das Thier sich ganz kalt an und in der That kann
seine Rectaltemperatur unter 30° Cels. gefunden werden. Der Tod er-
folgt meistens 12— 16 Stunden nach der Vergiftung, gelegentlich aber
sieht man, wie Thiere mit einer Korpertemperatur unter 32° sich 24
Stunden und lénger hinschleppen, um dann doch endlich zu Grunde zu
gehen,

Ist die toxische Dosis nicht ausreichend das Thier zu tédten, so kann
es sich auch bei sehr schweren Vergiftungserscheinungen wieder erholen.
Die Temperatur, welche vielleicht schon auf 34° Cels. gesunken war, be-
ginnt langsam zu steigen, das Thier wird wieder munterer und 24 Stun-
den spiter ist das so alarmirende Krankheitshild verschwunden, ohne
Folgen zu hinterlassen.




UNTERSUCHUNGEN UBER DAS CHOLERAGIFT. 399

Ist die Dosis absichtlich sehr gering gewihlt worden, so kann man
besonders bei subcutaner Injection statt der Temperaturerniedrignng
eine mehr oder weniger ausgesprochene Temperaturerhohung bis zu 40-2°
beobachten. Die Thiere sind dahei anscheinend gar nicht krank. Inner-
halb weniger Stunden verschwindet das Fieber und jedes sonstige Krank-
heitssymptom. Das Thermometer ist also ein sehr feines Reagens, welches
beim Meerschweinchen wenigstens sehr genauen Aufsehluss giebt tiher die
Intensitdt der Erkrankung. FEin rasches Sinken der I(#rperwirme ist von
tibelster Bedeutung.

Das ganze hier geschilderte Xrankheitsbild zeigt eine so auffiillige
Uebereinstimmung mit dem Stadium algidum der menschlichen Cholera,
dass kaum an der Identitdt des die Krankheitssymptome veranlassenden
Giftstoffes gezweifelt werden kann. Besonders michte ich aufmerksam
machen auf die so auffillige Muskelschwiiche und die Muskelkrimpfe, die
.auch dem Bilde der menschlichen Cholera so charakteristische Zige auf-
driicken. Die Korpertemperatur verhalt sich beim Menschen im Stadium
algidum bekanntlich sehr verschieden, sie kann fieberhaft erhoht, normal
oder subnormal sein. Ich mochte, wenn es gestattet ist, aus Meerschwein-
chenversuchen auf den Menschen zu schliessen, glauben, dass auch hier
die Temperaturmessung prognostische Bedeutung besitzt und dass Tempe-
raturerniedrigung auf schwerste Intoxication hinweist.

Der Sectionsbefund von Meerschweinchen, die durch intraperitoneale
Injection lebender Choleraculturen getddtet sind, bietet wenig bemerkens-
werthes. Das Bauchfell ist manchmal gerthet und enthilt gewihnlich
geringe Mengen einer hellgelben serdsen Flussigkeit. Die Darmschlingen
konnen hellroth erscheinen, oft aber zeigen sie die gewdhnliche blassgraue
Farbe. Leber und Milz sind schlaff, die Lungen blutreich, das Herz
prall mit Blut gefiills.

Was wird aus den injieirten Choleravibrionen?

Ich habe zur Entscheidung dieser Frage regelmissig den Peritoneal-
inhalt, das Blut und den Darminhalt bacteriologisch untersucht und in
verschiedenen Féllen sofort post mortem meine Untersuchungen vorgenom-
men. Das Resultat ist kurz folgendes:

Im Darminhalt habe ich niemals Cholerabacterien gefunden. Der
Peritonealinhalt und das Blut wurden mehrfach, auch wenn ‘die Section
sofort post mortem stattgefunden hatte, steril gefunden. In der Mehr-
zahl der Falle wuchsen aus dem Peritonealexsudat noch vereinzelte
Choleravibrionencolonieen, wahrend das Blut auch dann frei davon war,
In 2—3 Fillen enthielt das Peritoneum zahlreiche lebensfihige Cholera-
keime, sodass aus einer Oese des Transsudates etwa 100 Colonieen auf-
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gingen, und auch im Herzblut waren unter diesen Umstinden Cholera-
vibrionen in geringer Anzahl nachweisbar. Man darf hieraus den Schluss
ziehen, dass die in das Peritoneum injicirten Choleravibrionen fiir gewohn-
lich rasch abgetddtet werden, was an sich nicht so wunderbar ist, seit
wir wissen, dass das Serum der verschiedensten Thierspecies gerade die
Cholerabacterien sehr energisch vernichtet. Wenn die Thiere trofzdem
an den Koch’schen Vibrionen zu Grunde gehen, so kann man nicht mehr
von Infection reden, sondern muss den Krankheitsprocess als Intoxication
auffassen. Was ist nun das vergiftende Princip? Sind es im Peritoneum
gebildete Stoffwechselproducte, oder ist es die Bacillensubstanz selbst?
Die Intscheidung beruht auf leicht anzustellenden Versuchen. Ist nim-
lich die letztere Annahme richtig, so muss es gelingen, dieselben Vergif-
tungssymptome auch mit todten Cholerabacterien anzustellen, und es
muss die letale Dosis der todten Bacillenleiber eine Grisse von derselben
Ordnung sein, wie die der lebenden Vibrionen. Sie braucht nicht gleich
zu sein, eine derartige Forderung wiirde vielmehr iber das Ziel hinaus-
schiessen. Injicirt man nimlich die lebenden Choleramikroorganismen in
der von mir gelibten Weise mit geringen Mengen von Bouillon in die
Bauchhéhle, so muss zuniichst eine rapide Vermehrung der Bacterien ein-
treten, die so lange dauert, bis die Beimischung des transsudirenden Se-
rums gross genug wird, um entwickelungshemmend und dann abtddtend
zu wirken.?

Iis galt nun Mittel zu finden, welche auf die Koch’schen Vibrionen
sicher desinficirend wirken, ohne die Giftsubstanz zu zerstoren. Wie spitter
gezeigt werden wird, ist das gar keine so einfache Sache. Schliesslich fand
ich in Cloroform und Thymol geeignete Desinficientien. Wahrscheinlich
wirde die Zahl der verwendbaren chemischen Korper sich erheblich ver-
mehren lassen. Doch kam es mir nur darauf an, meine theoretischen
Voraussetzungen zu priifen, so dass ich nicht weiter darnach gesucht habe.

Ich verfuhr in folgender Weise: Wie gewiohnlich wurde eine bestimmte
Zahl von Platindsen der frischen Choleraagarcultur mit etwas Bouillon
verrieben. Nun figte ich einen Tropfen Chloroform hinzu, schiittelte eine
Minute, liess das Chloroform absetzen und goss die {iberstehende Bouillon
vorsichtig ab in ein offenes steriles Schalchen, in welchem innerhalb we-
niger Minuten der letzte Rest des Chloroforms verdunstete. Bei den
Thymolexperimenten war die Bouillon vor dem Hinzufiigen der Cholera-
cultur mit Thymol gesattigt worden. Mit dieser Thymolbouillon wurde

! Diese anfingliche Vermehrung der lebend eingefithrten Cholerabacillen faillt
natiirlich weg wenn abgetodtete Culturen zur Verwendung kommen. Man muss sie
aber in der Bemessung der Dosis beriicksichtigen.



UNTERSUCHUNGEN UBER DAS CHOLERAGIFT. 401

die Choleracultur aufgeschwemmt und eine Stunde bei Zimmertemperatur
gehalten. Controlplatten ergaben in jedem Falle, dass die so erhaltene
Desinfection der Cholerabacterien durch Chloroform oder Thymol eine
vollstindige war. Das Thymol konnte nun aus der Bouillon nachtriiglich
nicht so einfach beseitigt werden, wie das Chloroform. Ich habe mich
daher durch ein Controlexperiment versichert, dass derartige Thymol-
bouillon in Mengen, wie sie bei meinen Versuchen in Frage kamen, far
Meerschweinchen vollig indifferent ist.

Die Wichtigkeit der folgenden Thierversuche wird eine etwas breitere
Darstellung entschuldigen.

Tabelle V.
Versuche mit durch Chloroform abgetidteten Choleraculturen.

Nr.| Gewicht Dosis Erfolg Bemerkungen
18 | Mverschw.| 3 Oesen + Injection Mittags 2 Uhr 80 T. 38-6
370 smm intra- 4, 367!
peritoneal 6 36-0

T ., 35-2
1 in der Nacht. Sectionsbefund negativ.
Peritoneumn u. Herzblut vollstind. steril.

19 | 180 ,, 2 Oesen + Injection Vormitt. 11 Uhr 30 T. 38-6
intraperiton. 2 37-0

4 35-5

6 . 34-0!

9 33-5

+ in der N":acht.
Peritoneum und Blut steril.

20) 300 ., 2 (Jesen deutliche, Injection 11 Uhr T. 38-7
aber nicht 1, 377
letale Gift- 3 37-0

wirkung 5 36.4 ) Thier

6 35-9 } sehr

1 ., 36-2 | krank.

Am andern Tage T. 89-0. Thier wieder
ganz munter.

21 240 ,, 2 Oesen ganz leichte | Injection Vormitt. 10 Uhr 20 T. 38:9
i Intoxication 12, 40-8!
2 . 40-3
5 40-1
8 39-2
Am andern Tage hat das Thier sich ganz
erholt.
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Tabelle VL
Versuche mit durch Thymol abgetidteten Choleracultuven.

Nr.{ Gewicht E Dosis Erfolg ! Bemerkungen
22 | 280s™ 2 Qesen in + Injection Mittags 1 Uhr 80 'I. 88-9
teem Thymol- 3 34-0
bouillon intra- 4 315
peritoneal ] 30-0

+ in der Nacht, Peritoneum und Blut
frei von Cholerabacterien.

23 300 ,. 2 Oesen mit schwere Injection 11 Ulhr 30 T. 388-9
2eem Thymol-| Vergiftung 2, 856 l Thier
bouillon intra- 4 35+H schr
peritoneal 6 .. 35-8 l krank

38-2

8 ., <
Am anderen Tage Thicr wicder munter.

Controlthier.
24| 395, [4°™ Thymol-| keine Spur Injection Nachm. 8 Uhr T. 38-1

bouillon intra-| von Gift- 4 877
peritoneal wirkung 6 . 37-9
Am andern Morgen 'I. 33-0. Thier ganz
munter.

Iech glaube man kann Tabelle V und VI fir sich selbst sprechen
lassen. Die tidtliche Dosis der durch Chloroform oder Thymol abgetidte-
ten Choleraculturen liegt nach diesen Versuchen zwischen 2 und 3 Oesen
fir ein mitteres Meerschweinchen von 300#™ Gewicht, sie ist also etwa
3mal hoher als die der lebend injicirten Cholerabacterien, was den theo-
retischen Erwilgungen -sehr schin sich anpasst. Iir ein Kilo Thier ergicht

eine einfache Rechnung %%%—0 X 3 x 1.5m8 = 15 m& der abygetidteten Cultur

als sichere letale Dosis; wahrscheinlich aber ist diese Zahl eher noch etwas zu
hoch gegriffen. Rechnen wir den Gehalt an Trockensubstanz zu durch-
schniftlich 16"/, so ergibt sich das Gewicht der wasserfreien Cholerasub-
stanz, welche ein Kilogramm Meerschweinchen tidtet, zu 2-5™¢. Hiervon
sind aber noch die Aschenbestandtheile in Abzug zu bringen, so dass die
letale Dosis, auch unter der Voraussetzung, dass die ganze iibrig bleibende
Trockensubstanz aus Giftstoff besteht, eine Voraussetzung, die schwerlich
zutreffend sein wird, als ganz unerwartet minimal sich darstellt.

In der Hoffnung, dass es nach den bekannten und vielfach geiibten
Methoden der Toxalalbumindarstellung gelingen wiirde, auch dag Cholera-
gift reiner zu erhalten, versuchte ich zunichst die Wirkung der am
meisten verwendeten Chemikalien auf diese Giftkirper zu prifen. Das
Thierexperiment gab mir ja ein hequemes Mittel in die Hand jeden chemi-
schen Eingriff zu controliren und festzustellen, ob dadurch eine Con-
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densation oder im Gegentheil eine Zerstorung der toxischen Principien
verursacht wird. Der Chemiker ist geneigt, den Alkohol fitr ein relativ
Indifferentes Fallungsmittel zu halten. Indessen haben schon Brieger,
Proskauer und Wassermann fiir das Diphtheriegift und Iitasato
fir das Toxin des Tetanus bewiesen, dass Alkohol diese Giftkorper
wenigstens theilweise zu zersetzen vermag. Wie verhilt sich dies bei der
Cholera?

Ich nahm frische Choleraagarculturen und verrieb sie mit einem
Ueherschuss von Alcohol absolutus. Nach lingstens einer halben Stunde
wurde der Alkohol abgegossen, der feinpulverige Bodensatz durch freiwil-
lige Verdunstung von Alkohol befreit und dann mit ein wenig Bouillon
verrieben zur Injection benutzt.

Tabelle VIL
Versuche mit dureh Alcohol absolutus abgetodteten Choleraculturen.

Nr.i Gewicht Dosis Resultat Bemerkungen
!

25 | 4005 8 ganze Agar + Injection Vormitt. 11 Uhr I, 38-4
culturen 11 ., 30  34-7!
intraperiton. 12 ., 32-9
| 4 ,, unter32-0
T . 32-0

+ am Abend.

26 1 400 ., {1 vanze schwere Injeetion 2 Uhr 40 1. 38-7
Agarcultur | Vergiftung. 4, 34-61| schwer
infraperiton. | Thier erholg T w 34-0 | krapk

. sieh, Tag darauf 8 Uhr Morgens T. 37-3
3 .. Mittags 39-3
Thier gesund geblieben.

87 1 440, Y, Agarculturp Vergiftung | Injection 1 Uhr 1. 38:7

intraperiton. | wmittleren 2 . 30 39-0
Grades 4 ,. 30 36-4 ) deutlich
1 35-8 v krank.

| Am andern Morgen hat sich das Thier
‘ ganz crholt.

S2% 400 2 ganze schwere Tujection 12 Uhr T. 33:8
Agarculturen | Vergiftuny 2 ., 35-2

| subcutan 4 . 35-1

T . 345

Tags darauf Morgens 37-9

Mittags  88-1 Thier
hat sich ganz erholt. Stirbt 7 Tage spiter
an einem durch Staphylokokken verur-
sachten Abscess an der Impfsteile.

29 | 450, 1 ganze leichte Injection 10 Uhr T. 38-1 !

Cultur Vergittung 12 ., 40-1 blllelllglr
' 2, 494 !
| P 33.5 gesund.

26 *
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Die Giftigkeit der durch Alkohol abgetddteten Choleraculturen ist
demnach sehr viel geringer als die der lebenden oder mit Chloroform be-
handelten Culturen, denn es bedarf, um den Tod oder schwere Vergif-
tungssymptome herbeizufithren der 10 bis 20 fachen Dosis. Also hat der
Alkohol den Giftstoff entweder zum grissten Theil zerstért oder ihn in
eine weniger wirksame Modification tibergefithrt. Das sehr schnelle Auf-
treten der Vergiftungserscheinungen in Versuch 25 und 26 beweist, dass
diese Modification in den Korpersiften gut 19slich ist. Es erscheint mit-
hin der Alkohol als ein sehr wenig geeignetes Mittel zur Reindarstellung
des Choleragiftes.

Vielleicht aber boten die concentrirten T.dsungen der Neutralsalze
gimstigere Chancen. Ich verrieb griossere Quantititen der frischen Agar-
culturen mit etwas Bouillon und tropfte die Aufschwemmung in einen
grossen Ueberschuss einer concentrirten wisserigen Lisung des schwefel-
sauren Ammons. Es entstand eine Tribung, die sich nach 24 Stunden
in zarten Flocken absetzte. Dieser Niederschlag wurde abfiltrirt, durch Ab-
saugen mittelst Filterpapiers nach Moglichkeit von dem anhaftenden Ammon-
salz gereinigt und dann in wenig steriler Bouillon vertheilt. Diese Auf-
schwemmung, welche sich als steril erwies, hatte eine auffillig schleimige
Beschaffenheit, die auf tiefgreifende chemische Zersetzungen der Bacterien-
substanz hinwies. Dementsprechend fand sich auch die Giftwirkung alterirt.

Tabelle VIIL
Versuche mit Choleraculturen, die 24 Stunden mit concentrirter Lisung
von 'schwefelsaurem Ammon behandelt waren.

Nr.[ Gewicht Dosis Resultat Bemerkungen
30 | 480¢&™ eine ganze | geringe Gift- Injection 11 Uhr 30 T. 38-1
Agarcultur wirkung 2 39-3
intraperiton. 3 31-9
5 ,, 37-8
T ., 38-2
9 38-1
Thier bleibt gesund.
31| 270, desgl. + ‘ Injection 11 Uhr 30 T. 33-4
T, 35+4
2 . 334
5 , 32-0
T, 315
9 295
+ in der Nacht. Im Peritoneum und im
Blut keine Cholerabacterien.
32 1 200, desgl. schwere Injection 11 Uhr 30 T. 39-4
Vergiftung 1, 15 36-6
| 4 35-9
! 8 . 34-0!
Thier schwer krank. Am anderen Morgen
ist das Thier wieder ganz munter.
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Also auch die Salzlosungen sind nicht indifferent, sondern schwichen
die Giftwirkung ganz ebenso wie der Alkohol. Offenbar handelt ¢s sich
hier um Korper von sehr grosser Labilitit, und es war angezeigt, ihr Ver-
halten weiteren Reagentien gegeniiber zu priifen.

Koch hatte gezeigt, dass die Cholerabacterien durch Eintrocknen
sehr rasch und sicher getddtet werden kionnen. A priori musste gerade
dieser Modus der Abtidtung sehr schonend erscheinen, da so hoch com-
plicirte Molecile wie das lebende Protoplasma der meisten Bacterien und
mancher Infusorien dadurch gar nicht tangirt wird. Zu diesem Behufe
wurden frische Choleraagarculturen in dinner Schicht auf sterilen Glas-
schalen ausgebreitet und dann 24 Stunden bei 37° C. im Finstern ge-
trocknet. Controlversuche ergaben nach dieser Frist Sterilitit der ge-
trockneten Massen. Letztere wurden nur zur Injection mit wenig Bouillon

aufgeschwemmt.
Tabelle IX.

Versuche mit getrockneten Choleraculturen.

Nr.| Gewicht Dosis Erfolg Bemerkungen
33 | 380&m™ 8 Agarcultur + Injection 10 Uhr 30 T. 38-8
intraperiton. : 12 ,, 380 84-7
3 32-0
6 31-5

8 ., 30+5
+ in der Nacht. Peritoneum und Blut
frei von Cholerabacillen.

34| 290, |Y3 Agarcultur + Injection 11 Uhr 80 T. 38-5
infraperiton. 12 ,, 30 36-2

2 . 334

3 ., 31-5

6 33-0

Tags darauf 8 ,, 31-0

10, 32-0

Mittags 3 ,, 28+5

+ 28 Stunden nach der Injection. Sofort
post mortex Obduction. Peritoneum, Blut
Darminhalt frei von Cholerabacterien.

35 375 ,, Y, Agarcultur + Injection 11 Uhr 30 T. 88-2
2 ., 395

3 39-6

4 38-2

6 37+9

8 365

+ im Laufe der Nacht.

36 | 250 ,, eine Oese leichte Injection 11 Uhr T, 38-3
Vergiftung 1, 89-2

2 . 401

4 ,, 39-8

T 38-8

Normal.
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Durch Trocknen sterilisirte Culturen haben demuach einen betricht-
lichen Grad von Wirksamkeit bewahrt und stchen darin den mit Chloro-
form behandelten Culturen am niichsten. Die todtliche Dosis fiir cin
Meerschweinchen von 300%™ Gewicht liegt etwas unterhalb 1, Agarcultur
und dirfte 4—5 Oesen betragen.

Tabelle X.
Versuche mit durch Hitze sterilisirten Choleraculturen.

Dosis ! Lirfolg

Nr.| Gewicht i Bemerkungen
37 | 2008 cine ganze . sehr schwere Injection 11 Uhr T. 3846
Agarcultur | Vergiftung. . 372
eineg Stunde | Fhier kowmmt 3 . 360
auf 60° (. davon. : 5o 340
erwirng, ! 7 83+0
intraperiton. o Tags daraul 9 B30
; - 32-0
T . 34-0
Am 3.0 Tage hat sich das Thier wieder
erholt.
38 195 .. eine ganze schwere Injection o Uhr 30 1. 83-4
Agarcultur | Vergiltung. 1, 38+0
einnial Das T'hier 2, 371
aufgekocht | erliegt einer 3. 356
intraperiton. | Secundir- o, 3440
infection. S 34-0
Tags daraul 9, 363
| R 36-0
- 355
+ in der Nacht, ©Im Herzblut grosse
Mengen von kapscltragenden, ziemlich
plumpen Bacillen.
39 375 ,, eine ganze schwere Injection 1 Uhr 30 . 3%-5
Agarcultur | Intoxication 8, . 38-8
2 Stunden mit gutem 5 36-5
im Dampt- Ausgang 6 35-7
kochtopf Tags darauf 9 ,, Morgens 34-5
erhitzt. . 1 ,, Mittags 33-8
Am dritten Tage Temperatur 38-2. Thier
. hat sich crholt.

Die Hitze vernichtet nach vorstehenden Versuchen sofort den grissten
Theil der Choleragiftwirkung. Diese Absechwichung der Toxicitit findet
schon statt bei 60° nach einer Stunde, sie tritt augenblicklich ein nach
einmaligem Aufkochen und wird auch nach zweistiindigem Verweilen im
Dampfkochtopf nicht deutlicher merklich. Bs hat also ganz den Aunschein,
als ob das in den Choleravibrionen enthaltene primire Toxin durch die
Hitze fast momentan in eine secundire Modification itbergefiihrt wird,
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dic dann aber bel weiterem Iirhitzen sebr stabil sich verhilt. Bs ist dies
wahrschicinlich ein ganz dhnlicher Giftkorper, wie derjenige, der in den
durch Kochen sterilisivten Metschnikoff - Culturen enthalten ist. Auch
Alkobol und coneentrirte Salzlosungen verwandeln, wie frither gezeigt
wurde, das primire Toxin in weniger wirksame secundire Producte. Ob
diese sceundiren Choleragifte alle identisch sind, lisst sich schwer ent-
scheiden. Lin Umstand spricht gegen dic Identitit. Die gekochten
Choleraculturen erzeugen nimlich Krankheitscrscheinungen von auffillig
protahivtem {iber 48 Stundsn sich hinziehendem Verlauf, wie solche sonst
nur ganz ausnahmsweise zu beobachten waren. Aber nur sehr eingchende
Untersuchungen kinnten diese Frage villig klar stellen.

Wie verhalten sich die Choleragifte in Bouillonculturen? Eine 20 Tage
alte bei 370 in 4procentiger Glycerinbouillon geziichtete Choleracultur wurde
durch das Chamberland’sche Filter gejugt. Das Filtrat war in Dosen
von 4 Dei intraperitoncaler Injection so gut wie ungiftig.

Tabelle XI.

Versuche mit keimfreiem Filtrat ciner 20 Tage alten Choleracultur in
4 Procent Glycerinbouillon.

i
Nr., Gewicht Dosis Erfolg Bemerkungen
40 | 400 5™ 3 com geringe Inject. 1 Uhr T.38-3
i intraperiton. | Vergiftung 3, 39-8
4 407! Thier ganz munter
5 40-2
8 , 39-2 gesund geblieben.

41 370 ,, 4 cem geringor ilnject. 10 Uhr T1.389-0
intraperiton. Effect 12, 37-5
: \ 3, 37-6 Thier kaum krank
] 5 37-8
| 8 38-0
i
i

Die Giftsubstanz geht also grade wie bei dem Vibrio Metschnikowi
nicht in das Filtrat tber.

Vielleicht aber ist sie, wie manche Fermente, in concentrirtem Gly-
cerin lislich. Ich nahm 12 ganze, sehr fippige, frische Agarculturen,
kratzte sie ab und verrieb sie mit 4°¢m Glycerin. Diese Emulsion ver-
blieb 24 Stunden im Briitschrank, wurde dann mit 6 °= Bouillon vermengt
und durch Porzellan filtrirt.
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Tabelle XII
Versuche mit keimfrei filtrivtem Glycerinextract frischer Choleraculturen.

Nr.l Gewicht I Dosis Resultat Bemerkungen
42 | 285&m™ | 0-1 Extract keine - —_
intraperiton. | Wirkung
43 340 ,, 0-2 dito. keine —
Wirkung
44 290 ,, - 1-0! Extract | Glycerin- Inject. 2 Uhr 1.38-8
vergiftung 4, 38-7 Thier recht krank
6 38-4

| 8 38-0 Thier erholt sich,
I gesund geblieben.

Glycerin ist also nicht im Stande; aus lebenden Choleraculturen gif-
tige Stoffe zu extrahiren, denn selbst in Versuch 44, wo 1°™ Nxtract,
in welchem die in Glycerin lislichen Antheile einer ganzen Choleracultur
enthalten waren, injicirt wurde, trat keine IHerabsetzung der Temperatur
auf, sodass die beobachtete Hinfilligkeit des Thieres wahrscheinlich auf
die hohe Glycerindosis zu schieben ist.

Alle bisher aufgefiihrten Versuche waren mit der aus Massaua er-
haltenen Choleracultur angestellt worden. Ich musste mir die Frage
vorlegen, ob die auffilligen, von mir beobachteten Giftwirkungen eine
specifische Eigenthtimlichkeit dieser Cultur waren, oder ob auch mit Cho-
leraculturen anderer Herkunft ihnliche Resultate erzielt werden konnten.

Tabelle XIIIL
Vergleichende Versuche iiber die Giftwirkung lebend injicirter flterer, seit
Jahren fortgeztichteter Choleraculturen und des Finkler’schen Vibrio.

Nr.l Gewicht Dosis Erfolg Bemerkungen

45 | 1708™ |3 Qesen alter + Injection 10 Uhr 20 T. 38-6
Choleracultur i2 386 .
intraperiton. 2 ,, 38-0
4 34-5
6 . 30-0
s 2551

+ in der Nacht.
170 ,, 5 Oesen + Injection 10 Uhr 20 T. 388-7
Vibrio 12 ,, 38-6
Finkler 1, 34-0
intraperiton. 2 ., 28-0
4 275
6 25+5

+ 7 Uhr Abends.

Es fand sich also, dass die seit Jahren im hygienischen Institut fort-
geziichtete Cholera, die wir uns gewdhnt hatten, als ganz harmlos anzu-
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sehen, doch sehr unangenehme Vergiftungserscheinungen hervorzubringen
vermochte, und Aehnliches galt auch von den Finkler’schen Vibrionen. Es
scheint, als ob die Vibrionen eine sehr nahe zusammengehirige Gruppe
bilden, die sich nur durch untergeordnete Merkmale, stirkere oder geringere
Wachsthums-Intensitit, Bildung grosserer oder geringerer Mengen Gela-
tine-verflissigender Fermente unterscheiden.

Zu welcher Classe von chemischen Korpern gehirt das primére Cho-
leragift? So viel lisst sich mit Bestimmtheit behaupten, dass es eine
hocheomplicirte und sehr labile Substanz sein muss, die in engen Bezie-
hungen steht zu dem Bacterienprotoplasma, vielleicht dieses selbst ist.
Wir nennen derartige Stoffe Eiweisskorper. Somit wire es ein giftiger
Eiweisskorper, ein Toxalbumin. Gegen diese Ausfithrungen lisst sich kaum
ein stichhaltiger Einwand erheben, nur muss man sich klar machen, dass
der Name Toxalbumine in dem hier gebrauchten Sinne etwas anderes
bedeutet, als was sonst unter dieser Bezeichnung in der Bacteriologie ge-
briuchlich ist. Der Chemiker will definirbare Kirper haben, dic bestimmte
chemische Reactionen geben und daran stets wieder erkannt werden kon-
nen. Wo sie ihm nicht von selbst entgegentreten, da stellt er sie sich
dar. So zerlegt er dus Blutserum in Albumine und Globuline, so hat er
auch versucht, die sonst unfassbaren Bacteriengifte in eine chemisch de-
finirbare Form zu bringen. Ich glaube aber nicht, dass man im Stande
ist, durch Auflosen und Mischen der einmal gefillten Globuline und
Serumalbumine das urspringliche Serum mit all’ seinen Kigenschaften
zu restitniren. So konnen auch die giftigen Niederschlige, die aus Bac-
terienculturen herstellbar sind, unter Umstinden durch die Fillungsmittel
eine gewisse Modification erleiden. Ich halte es fiir wichtig, an dem Cholera-
gift von neuem den Beweis gefithrt zu haben, dass bei diesen meist sehr zer-
setzlichen Stoffen auch die schonendsten Manipulationen unter Umstinden ver-
sagen, und dass dabei die Giftsubstanz uns unter den Handen zerrinnen kann.
Das soll keine Entmuthigung fiir den physiologischen Chemiker sein, sondern
eine Aufforderung, neue Methoden zu ersinnen. Ich glaube, dass diese
giftigen Eiweisskorper hier sehr niitzlich werden konnen, indem gerade ihre
toxischen Eigenschaften uns befihigen, bei jedem Schritte vorwirts den
Thierversuch zu Rathe zu ziehen. Die Pasteur’sche Schule liebt es, die
Bacteriengifte als Enzyme aufzufassen. Das ist reine Geschmacksache, denn
chemisch definirbar sind die Enzyme bis jetzt ebensowenig wie das, was ich
unter dem Begriff Eiweisskorper verstanden wissen will. Uebrigens mdchte
ich hier erwihnen, dass junge Choleraculturen in besonders hohem Grade
mit Guajak und Wasserstoffsuperoxyd Blaufirbung zeigen, eine Reaction, die
als Ferment - Reaction bekannt ist, die wbrigens in irgend einem Grade
allen Bucterienspecies zuzukommen scheint.
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s ist hier der Ort, einen kurzen Rickblick zu werfen auf dic Vor-
stellungen, welche die Bacteriologen sich von-den Bacteriengilten gemacht
haben. Alles, was sich hier sagen lisst, licgt in dem einen oft gehorten
Wort ,,Stoffwechselproducte. Man dachte sich die Thitigkeit der Bacterien
ihinlich wie die der Hefezellen, nur dass die ersteren Gifte aus gewissen
Bestandtheilen ihres Nihrbodens, die letzteren Alkohol aus Zucker ab-
spalten.  Auch die Cholerabacterien bilden Stoffwechselproducte in diesem
Sinne, aber ihre specilischen Giftstoffe stehen doch in zu engem Connex zu
ithrer IOrpersubstanz, als dass ich sie zn den Stoffwechselproducten, die doch
mehr oder weniger Exeretionsstoffe darstellen, rechnen michte: Ich behalte
es mir vor, diese Fragen an anderen pathogenen Bacterien weiter zu vertolgen,

Das primire Choleragift ist bisher als solches unbekannt und un-
studirt geblieben,  Dagegen st die durch I{ochen entstehende secundire
Giftsubstanz von Petri genauer untersucht worden. Seine Resultate sind
sehr lehrreich.  Sie zeigen, dass unsere bisherigen chemischen Methoden
nicht cinmal zur Darstellung eines Korpers gentigen, der mehrstindiges
Kochen unzersetzt aushilt.  Petri selbst muss zugeben, dass sein ,Toxo-
pepton®, dessen letale Dosis zwischen 0-36 und 1.87#5™ pro Kilo Meer-
schweinchen schwankt, viel weniger wirksam ist als das Ausgangsmaterial.
Damit ist aber dem Toxopepton das Urtheil gesprochen.

Die Angaben von Brieger und Friankel diber Choleragift sind chwas
knapp, so dass man sich von der Natur ihrer Gittkorper nur unbestimmte
Vorstellungen bilden kann; sie sehicinen secundire Giftstoffe in den Hiinden
gehabt zu haben.

liine gewisse Beriicksichtigung verdient noch der Hippe’sche Stand-
punkt. Hitppe legt das Huauptgewicht auf die anatrobe Lebensweise,
welehe die Cholerabacterien im Darmcanal fithven und durch welehe sie
erst zur Abspaltung  hochgiltiger Stoffweehselproduete  befihigt  werden
sollen.  Schade nur, dass die positiven Beweise dieser blendenden Hypo-
these in so geringem Grade zur Secite stehen.  Scholl hat nach Hippe's
Vorgang Cholerabacterien in Iiern gesziichtet. Nach 18 Tagen wurden
die Bier geoffnet, rochen stark nach Schwefclwasserstoff und thdteten
Meerschweinchen bei intraperitonealer Injection in wenigen Minuten. Nun
riechen Eier, die mit im hygienischen Iustitut fortgeziichteter Cholera he-
sitt shud, niemals nach Schwefelwasserstoff; sondern zeigen hichstens einen
eigenthiimlich aromatischen Geruch, was Petri gefunden und  Dr. Mu-
sehold, welcher diese Frage auf meine Veranlassung untersuchte, lediglich
bestitigt hatte. Doch giebt uns der Sechwefelwasserstofigeruch vielleicht den
Schliissel fiir die sonderbaren Giftwirkungen, die Scholl beobachtet hatte.
Man kann nimlich ganz das gleiche Vergiftungsbild jeden Moment er-
zielen, wenn man Meerschweinchen ganz geringe Mengen, 2 bis 38
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Schwefelammon in die Bauchhohle spritzt. Ich kann daher die Scholl’-
schen Versuche zuniichst nicht als einwandsfrei betrachten.

Aber die Analrobiose der Cholerabacterien hat doch etwas mit der
Bntstehung der Choleraerkrankung zu thun.

Cholerabacterien, die anatrob dppig wachsen, werden natiilich am
chesten geeignet sein, im Darmeanal abundant zu wuchern und dadurch
orosse Mengen ihrer specifischen Giftstoffe zu bilden. Ks scheint, als ob
man kinstlich die och’schen Vibrionen an eine anatrobe Existenz ge-
wihnen kamn.  Jedenfalls kinnen Hxperimente, die ich vor linger als
zwel Juhren angestellt habe, sehr wohl in diesem Sinne gedeutet werden.
Wenn ich ndmlich Meerschweinchien nach der Koch’schen Methode vom
Darmeanal aus mit Cholera inficirte und den vibrionenhaltigen Darm-
inhalt immer von Thier zu Thier {ibertrug, so geniigten bei jeder neuen
Passage geringere ‘Mengen des Darminhaltes, wun die Krankheit zu ber-
tragen.  Gleichzeitiy finderte sich aber das Wachsthun der reingeziichteten
Choterabacterien in Bouillonrohrchen.  Wahrend die Ausgangscultur auf
der Bouillon bei 37° nach 2 Stunden ein dichtes Hiutehen bildete, das
auf der sonst vollig klaren Ilissigkeit schwamm, tribte schon nach der
flinften Passage sich das ganze Rohrchen, aber das Oberflichenhiutehen
war noch vorhanden. Nach der zehnten Pussage war unter gleichen
Umstitnden von Hiutchenbildung nichts mehr zu schen, dagegen fand
sich eine gleichmilssige und intensive Tritbung der Bouillon. Da die
Hiwtchenbildung doch wohl so zu Stande kommt, dass die betreffenden
Bacterien den Luftsaucrstoft gierig aufsuchen, so bedeutet ein Ausbleiben
des Oberflichenwachsthums . cin geringeres Sauerstoftbediirfniss und eine
(GrewShnung an anatrobes Wachsthum.

Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse.

In ganz jungen, aérob geziichbeten Choleraculburen ist cin specitischer
* (riftstoft enthalten, welcher ausserordentlich intensive toxische liffecte ent-
faltet. Dieses primiire Choleragift steht in sehr enger Zusammengehdrig-
keit zu den Bacterienleibern und ist vielleicht ein integrivender Bestand-
theil derselben. Durch Chloroform, Thymol und durch Trocknen kimnen
die Choleravibrionen abgetidtet werden, ohne duss dieser Giftstoff an-
scheinend verindert wird.

Alcohol absolutus, concentrirte Lisungen der Neutralsalze, Siedehiize
zersetzen ihn und lassen secundire Giftkorper zurtick, die cine dhnliche
physiologische Wirkung haben, aber erst in der 10 bis 20fuchen Dosis
den gleichen toxischen Iffect erzielen.



412 R. PreIrrFER:

Auch die anderen Mitglieder der Vibrionenfamilie, der Vibrio Metschni-
kowi und der Finkler’sche Kommabacillus enthalten nahe verwandte
Giftstofte.

Nachtrag.

Wiihrend der Drucklegung dieser Arbeit erschien in Nr. 53 der
Deutschen medicinischen Wochenschrift, Jahrgang 1891, ein Aufsatz von
Hiippe: Aetiologie und Toxicologie der Cholera asiatica. Hiippe verficht
darin von neuem seinen Standpunkt, dass erst die Anaérobiose die
Cholerabacterien befihigt, im Darmeanal giftige ,,Spaltungsproducte zu
bilden. Sie bediirfen, um unter Luftabschluss wachsen zu kinnen, eines
ganz besonderen Nihrbodens, der vor allem reich an genuinen Eiweiss-
korpern sein muss, und nach Hiippe’s Ansicht sind demnach rohe Eier
ein besonders geeignetes Material fiir das Studium der Giftwirkung der
Koch’schen Vibrionen. Is entstchen unter diesen Umstinden Giftkorper,
die sich chemisch wie Peptone verhalten, und die in der Dosis von 0.28&™
pro Kilo Thier Meerschweinchen innerhalb weniger Minuten unter Lih-
mungs- und Krampf-Erscheinungen zu tédten vermigen. — Leider muss
ich bekennen, dass meine Untersuchungen mich auf einen Standpunkt
gefihrt haben, welcher dem Hiippe'schen diamefral entgegengesetzt ist.
Meiner Auffassung nach hat die Anatrohiose mit der Giftwirkung der
Cholerabacillen dirveet nicht das Mindeste zu thun. Es handelt sich eben
gar nicht um Spaltungsproducte, die unter dem Einfluss der Cholera-
bacillen aus den complicirteren Molekeln des Nihrmaterials abgeschieden
werden, sondern um toxische Stoffe, die wahrscheinlich als integrirende
Bestandtheile zum Zellenleibe der Choleravibrionen gehiren und die des-
halb unter allen Verhiltnissen, wo diese Mikroorganismen wachsen, aérob
oder anagrob gebildet werden kinnen. Auch das genuine Eiweiss ist iber-
flissig. Das gewohuliche Pepton, Nihragar und Peptonbouillon geniigen
den Cholerabacterien, um ihre giftige Leibessubstanz zu bilden. Die Be-
schreibung, die Hippe von dem toxischen Effect seiner anatrobiotischen
Spaltungsproducte liefert, ist nichts weniger als klar; aber soviel geht’
daraus hervor, dass ihre Wirksamkeit wenigstens 100 mal geringer ist, als
die der aérob gewachsenen Bacillenleiber, sei es, dass diese lebend, oder
durch Chloroform abgetddtet injicirt werden. Ich mdochte glauben, dass
diese Thatsache geniigt, um darzuthun, dass Hippe mit seiner Hypothese
recht weit vom richtigen Wege abgeirrt ist und dass trotz Hiippe’s De-
ductionen die Koch’schen Anschauungen iiber das Wesen des Cholera-
processes noch jetzt vollig zu Recht bestehen und auch durch meine
cigenen Untersuchungen lediglich bestétigt werden.



