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Yorwort.

Wer die Entwicklung der medizinischen Bakteriologie in den
letzten 30 Jahren miterlebt hat, der weiB, dafl hauptsichlich die
Verfeinerung der Untersuchungsmethoden zu wichtigen neuen Er-
kenntnissen gefiithrt hat. Gerade auf dem Gebiete der Nihrboden-
technik existiert eine sehr grofle Anzahl genauer Vorschriften,
welche in der Literatur weit verstreut sind. Fiir den angehenden
Laboranten, die techn. Assistentin, aber auch den jungen Bak-
teriologen ist es oft schwer, die Rezepte aus der verstreuten Lite-
ratur zu sammeln. Das sonst so vorziigliche bakteriologische
Taschenbuch von Geheimrat ABEL reicht heute fiir groe Labo-
ratorien bei der Herstellung von Néhrboden kaum mehr aus.
Unter diesen Umsténden ist es nur zu begriien, wenn aus lang-
jéhriger Erfahrung heraus eine zusammenfassende Darstellung der
in der Bakteriologie verwandten Néahrboden und Farben mit
einem Grundrifl der bakteriologischen Technik erscheint. Die Ver-
fasser haben sich mit Erfolg bemiiht, die Darstellung kurz, er-
schopfend und auch die neuesten Forschungen beriicksichtigend,
zu gestalten.

Das Buch wird stets ein wertvolles Nachschlagewerk fiir alle
Personen darstellen, welche sich berufsmaBig mit bakteriologischer
Technik befassen miissen.

Ich wiinsche der auBerordentlich fleiBligen und verdienstvollen
Arbeit einen vollen Erfolg.

Konigsberg i. Pr., im September 1935.
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A. Nihrbodentechnik,

L Allgemeiner Teil.

1. Allgemeines.

Die bakteriologischen Nahrboden dienen zur Fortziichtung der
Mikroorganismen aus menschlichen und tierischen Korpern und
deren Ausscheidungen. Die Zusammensetzung der Nihrboden
mufl daher cine solche sein, daB sic den Anforderungen der Bak-
terien genigt und méglichst dieselben Bedingungen schafft, an die
die Mikroben im Wirtskdrper gewéhnt sind.

Der Herstellungsmodus ist entsprechend den értlichen Bedin-
gungen und den zur Verfigung stehenden Mitteln verschieden.
Selbst bzgl. der Mengenverhiltnisse schwanken die Angaben in der
einschligigen Literatur, daher ist eine jeweilige Umstellung auf die
gegebenen Verhiltnisse notwendig. Eines ist fiir den Nahrboden-
techniker aber diberall giitig: GroSte und peinlichste Sauberkeit
bei der Arbeit und bei der Gefaflen. Es kann als allgemeine Regel
gelten, da man durch gut gesdunberte Gefdfle die Sterilisations-
dauer verkiirzen kann.

Peinliche Sorgfalt und Genauigkeit sind selbstverstandlich Vor-
aussetzungen; denn von der Giite der Nahrboden ist das bakterio-
logische Experiment in hohern Mafe abhingig.

Klassifikation der Nihrbden. Eine Eintetlung der Nahrboden
kann nach verschiedenen Gesichtspunkten crfolgen:

1. Nach der Konsistenz: Feste, flissige und halbstarre Nahr-
boden.

2. Nach der Verwendungsmoglichkeit: Allgemeine und spezielle
Nahrbaden.

3. Nach der Zusammensetzung: Eiweibireie, eiweilhaltige und
solche, die daneben Zuckerarten enthalten.

Die eiweiBhaltigen Nibhrbdden kann man noch unterteilen in
solehe, die

a) abgebautes EiweiB (Peptone, Albumosen und Aminosauren},

Attz-Hettche, Nihrbiden und Farben. 1



2 Néhrbodentechnik.

b) komplettes Eiweil enthalten.

Bei den letzteren wiren noch die Nahrbdden mit koaguliertem
Eiweil (z.B. Loffler-Serum, Eierndhrbéden fiir The) von den-
jenigen mit nativem Eiweiligehalt (Serumagar, Serumbouillon,
Ascites-Agar, Ascites-Bouillon, Blutagar usw.) zu unterscheiden.

Bei den eiweif}freien Nahrboden dient als Stickstoffquelle eine
N-Verbindung, die vielfach in Form von Asparagin zugegeben wird.

Der Zusatz von Zuckerarten erfolgt zur Differenzierung der
Bakterienarten, die sich bzgl. ihres Vergarungsvermégens gegen-
iber den Zuckerarten verschieden verhalten. Diesen zuckerhal-
tigen Nahrboden wird in der Regel ein Indikator hinzugesetzt, der
die Vergarung durch Farbumschlag anzeigt. Auflerdem setzt man
Zucker auch als Reduktionsmittel fiir anaerobe Kulturen hinzu.
Aber auch das Wachstum mancher aeroben Bakterien wird durch
Zucker begiinstigt.

Die Konsistenz der Néhrboden bezieht sich selbstverstandlich
auf Zimmertemperatur.

2. Die Sterilisation der Nahrhoden.

Die Sterilitdt der Nahrboden ist deshalb ungemein wichtig,
weil nach der Beimpfung mit dem zu untersuchenden Material
Keime, die aus dem unsterilen Nihrboden wachsen wiirden, die
Diagnose beeintrichtigen oder gar unmdglich machen kénnen.

Die Entkeimung geschieht durch Anwendung chemischer und
physikalischer Methoden. Da die meisten chemischen Entkei-
mungsmittel entweder zu schwach wirken oder eine bleibende Ver-
anderung des Néahrbodens bewirken, kommen, abgesehen von der
Behandlung mit Chloroform und Toluol vorwiegend die physikali-
schen Sterilisationsverfahren in Frage. Diese konnen mechanischer
Art sein:

Filtration durch bakterienundurchlissige Filter (Seitzfilter,
Berkefeldfilter u.dgl.), oder

die Entkeimung geschieht durch Wdrme: Hier sind zwei Haupt-
prinzipien zu unterscheiden:

1. Die Entkeimung durch trockene Hitze. (Radikalste Entkeimung
durch Hitze ist die Verbrennung, z.B. Sterilisation der bakterien-
beladenen Ose und wertloser infizierter Gegenstinde in der Flamme)
Sterilisation vm Trockensterilisierschrank, z.B. Petrischalen, mit
Watteverschliissen versehene Kolbchen, Rohrchen und andere
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Glassachen. Prinzipiell diirfen im Trockensterilisierschrank nur
trockene Glassachen sterilisiert werden. Bei Petrischalen geniigt
eine Sterilisationsdauer von 1 Stunde bei 4-150°C; Rohrchen, die
mit Wattestopfen versehen in Sterilisationskérbe eng gepackt sind,
mufBl man 11—2 Stunden bei 150° sterilisieren, weil sonst die Ge-
fahr besteht, dafl aus den ungeniigend sterilisierten Wattestopfen
bei langerer Aufbewahrung des Nahrbodens verunreinigende Keime
in diesen hineinwachsen und ihn unbrauchbar machen.

2. Die Sterilisation durch Dampf. Hierbei unterscheidet man
die Entkeimung:

a) wm stromenden Dampf (Dampftopf) und

b) im gespannten Dampf (Autoklav).

Wihrend im stromenden Dampf bei Atmosphirendruck eine
Temperatur von 100° erreicht wird, kann im Autoklav bei 125°
iiber 2 Atmosphéiren (= 1at Uberdruck) erreicht werden. Eine
héhere Temperatur als 120° zur Entkeimung von Nahrboden zu
verwenden ist allerdings nicht zweckmafig, weil dabei die Nahr-
bdden an Giite einbiilen. Durch Oxydation und Polymerisation
der organischen Stoffe nimmt der Nahrboden dunkle Farbe an.
Agarnahrbidden verlieren hierbei weitgehend ihre Gelierfahigkeit.
Zur Desinfektion der nach der Untersuchung abgelegten Platten
und Rohrchen dagegen kann auf 130° im Autoklav erhitzt werden,
wihrend man fiir Nihrbéden im allgemeinen nicht iiber 120° an-
wendet.

Die Wahl des Sterilisiergerites ist davon abhingig zu machen,
ob der Nahrboden Sporentriager enthalt, die nur bei héheren Tem-
peraturen im Autoklaven zerstorbar sind, und ob die Bestandteile
des Nahrbodens héhere Temperaturen zulassen. Bei Herstellung
des Nédhragars muB3 man annehmen, daB die Agarfiden von Sporen-
tragern behaftet sind und wird daher den Agar am zweckméBigsten
im Autoklav bei 1at Uberdruck sterilisieren. Auch bei der Her-
stellung von Bouillon ist es gegeben, diese im Autoklav zu sterili-
sieren, weil hiufig das Pepton Sporentriger enthilt. Die fertigen,
auf Rohrchen, Kolbchen u. dgl. abgefiillten Nahrboden sind nur
im Dampftopf zu sterilisieren. Von der Sterilisation im Autoklav
sind auf jeden Fall auszuschlieBen: Niahrboden, die Zuckerarten
enthalten, weil diese bei hoheren Temperaturen und auch schon
bei lingerer Sterilisation im Dampfbad karamelisieren (Oxydation
und Polymerisation des Zuckers) und dann ihren Zweck verfehlen.

1*



4 Nahrbodentechnik.

Es sei darauf hingewiesen, dall Lackmuslosung, mit den Zucker-
nihrboden zusammen sterilisiert, 4ulerlich ihre Farbe einbiifit und
bei manchen Zuckerarten auch bei Vergarungnicht mehr umschlagt.
(Daher getrennt sterilisieren und dann vereinigen.) — Ferner sind
von der Sterilisation im Autoklav ausgeschlossen simtliche Gela-
tinendhrboden, weil die Gelatine, einmal iiber 100° erhitzt, ihre
Gelierfahigkeit verliert. Gelatine darf auch im stromenden Was-
serdampf nur kurze Zeit sterilisiert werden und ist dann sofort in
flieBendem Leitungswasser abzukiihlen.

Die Sterilisationsdauer betrigt im allgemeinen fiir Dampftopf
und Autoklav 1 Stunde, sie richtet sich aber auch nach der Menge
des zu sterilisierenden Materials. Ein Kolben mit mehreren Litern
Néhrboden muB lianger sterilisiert werden als ein solcher mit 1 1.

Im einzelnen ist die Sterilisationsdauer und -art bei den einzel-
nen Nahrboden angegeben. Es sei noch im besonderen auf die Be-
dienungsvorschriften fiir Autoklav und andere Sterilisiergerite ver-
wiesen, die genau bekannt sein miissen.

Statt der einmaligen langen Sterilisation bei hoher Temperatur
kann bei warmeempfindlichen Nahrboden die Entkeimung durch
mehrmalige kurze Erhitzung auf niedere Temperatur erreicht wer-
den. Der Nahrboden ist an drei aufeinanderfolgenden Tagen je
15—20 Minuten zu sterilisieren, dann abzukiihlen und bis zum
néchsten Tage in den Brutschrank zu stellen, um hier evtl. vor-
handene Sporen zum Auskeimen zu bringen, die am nichsten Tage
bei der Wiederholung der Prozedur abgetotet werden. Eine solche
Sterilisation wird im Dampftopf ausgefiihrt. Sie versagt aber dort,
wo hitzeresistente Keime in den Nahrboden hineingekommen sind.

Der Serumgerinnungsschrank, in dem Lofflerserum und Eier-
nihrbéden zum Gerinnen gebracht werden, kann auch gleichzeitig
als Sterilisiergerit fiir Trockensterilisation, allerdings nur bis 100°,
benutzt werden.

3. Die Reaktion der Nihrboden: der PH-Wert.
a) Aligemeines iiber den PH-Begriff.

Die Verwendbarkeit der Nihrbéden héngt nicht nur von ihrer
Zusammensetzung und Zubereitung ab, sondern auch von der
Reaktion. Bei saurer Reaktion wachsen nur wenige Bakterien-
arten. Die meisten bevorzugen neutrale bzw.schwach alkalische
Reaktion des Nahrbodens.
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Bevor die elektrometrische PH-Messung bekannt war, benutzte
man Phenolphthalein, Lackmus, Rosolsdure od.dgl. als Indikatoren
und gab dann nach dem Umschlagspunkt des Indikators jeweils
der Néahrlosung die notwendige Menge an Alkali oder Séure in
Form von Normallésungen zu. Man sprach dann von S&ure- oder
Alkaliprozenten, bezogen auf den benutzten Indikator. Z.B.: Eine
Nihrbouillon sollte 2% lackmusalkalisch eingestellt werden. Die
Bouillon wurde dann je nach Reaktion durch Zusatz von Séaure
oder Lauge auf den Lackmusneutralpunkt gebracht, dann gab man
pro 100 cecm Bouillon 2 cem einer normalen Lauge hinzu (nor-
male Natron-, Kalilauge oder Sodaldsung).

Diese Methoden gaben aber nur relative Werte an und waren
bei unscharfem Indikatorumschlagspunkt sehr ungenau. Um ge-
naue Einstellung bei Nahrboden zu erreichen, bestimmt man heute
die Wasserstoffionenkonzentration auf elektrischem Wege und ver-
meidet hierbei den Fehler, der immer bei Vergleich von Farben
auftritt.

Zum Verstindnis dieser Verfahren mufl auf die theoretischen
Grundlagen kurz eingegangen werden. Im Jahre 1887 stellte
Svante ARRHENIUS die Theorie auf, dafl Sauren, Laugen und
Salze in wéBriger Losung zerfallen, dissoziieren. Da diese Zerfalls-
produkte bei Einwirkung des elektrischen Gleichstroms zu dem
positiven, bzw. negativen Pol wandern, nannte er sie ,,Ionen,
Wanderer. Die mit dem Strom wandernden Metalle gehen zur
Kathode, die Siurereste (SO, usw.) zur Anode. Man bezeichnet
danach die Ionen als Kationen und Anionen. Der Vorgang ist so
zu verstehen, daB in verdiinnten Losungen die an sich elektrisch
neutralen Salze durch die dissoziierende Kraft des Wassers in posi-
tiv und negativ geladene Tonen gespalten werden: KClZ K+
+ CI— und Na,80, > Na* 4 Na+ + SO,~. Die Spaltung ist um so
vollstidndiger, je mehr Wasser vorhanden ist, d.h. je verdiinnter
die Losung wird. Beider Auflosung der Salze wird praktisch keine
Energie aufgenommen; daraus ist zu schlielen, dal die bindenden
Krafte im Kristall ebenfalls elektrischer Natur sind.

Die Abhingigkeit der Spaltung von der Menge des geldsten
Stoffes und der Natur und Menge des Losungsmittels war fiir den
Ausbau der Theorie von Bedeutung. Das Verhiltnis der Menge
des gelSsten Stoffes zur Menge des Losungsmittels bezeichnet man
als die ,, Konzentration*“ des betr. Stoffes. Als Einheit dient der
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Wert: Mol pro Liter, wobei Mol ein Molekiil des Stoffes, aus-
gedriickt in Gramm (z. B. KCl = 39,1 + 35,5 = 74,6 g) bedeutet
Als Zeichen fiir die Konzentration eines Salzes dient dann z. B.
der Ausdruck [KCI]. Es ist nun experimentell erwiesen, dafl bei
einer beliebigen Konzentration an Salz die Menge der ungespal-
tenen Molekiile in einem ganz bestimmten Verhaltnis zu derjenigen
der gespaltenen steht:
K, [KCI] = K, [K+] x [Cl-]

Die Werte K, und K, bedeuten ,,Konstanten*, Zahlen, die fiir
die betr. Salzart nur einmal ermittelt zu werden brauchen. Nach
den Regeln der Mathematik kann man beide zu einer neuen Xon-

stanten vereinen : I—é—” =Konst. und die Formel lautet

[KCI] = Konst. [K+] x [CI—]

In waBriger Losung sind sowohl die Wasser- als auch Salzmole-
kiile und Tonen in rascher Bewegung als Ausdruck der Warme-
energie. Hierbei kommt es zu einem héufigen Entstehen und Zer-
fallen des ungespaltenen Salzanteils: [KC1] > [K+]+[Cl~].

Da Zerfall und Wiedervereinigung sehr rasch vor sich gehen
und andererseits die Zahl der Molekiile auch in verdinnten Lo-
sungen sehr grof ist, kann das Verhéltnis der Konzentration prak-
tisch als konstant bezeichnet werden.

[K+]x[C1-]
[KCT]

Dieses Naturgesetz wurde an anderen Beispielen schon 1867
von GULDBERG und Waace aufgestellt und als Massenwirkungs-
gesetz bezeichnet.

Ein einfaches Beispiel soll seine Bedeutung erhellen: Zu einer
Losung von Kaliumchlorid wird konz. HCl gegeben. Hierdurch
wird der Zahler des Bruches durch Cl— aus der HCl vergroBert,
und der Wert des Bruches verindert. Das Gleichgewicht wird
wiederhergestellt, dadurch dafl K+ und Cl—-Ionen in undissozi-
iertes KCl iibergehen und hierdurch den Zihler ,entlasten, den
Nenner ,,belasten‘. In den Abbildungen (Abb. 1) ist der Vor-
gang schematisch dargestellt:

Das Gleichgewicht, in der Abbildung durch gleiche Blockgrofie
angedeutet, ist also schliefilich wiederhergestellt.

Ein praktischer Versuch tragt zum Verstindnis weiter bei:
Wird konz. HCI zu einer gesdttigten KCl-Losung gegeben, so wird

= konst.
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die Menge des KCl vermehrt (KCl-,,Wiirfel“ in Abb. 1a geht in
KCl-,,Rechteck* in Abb. 1d iiber). Da die Loslichkeit des KCl nur
der , Wiirfelmenge* entspricht, mufB8 der dariiber hinaus ent-
stehende Teil ausfallen. In der Praxis nennt man die Ausfallung
von Salzen durch Zugabe einer ihrer Ionen auch Aussalzen.

Im folgenden soll nun die Bedeutung dieser Verhaltnisse zur
Theorie der Wasserstoffionenkonzentration und der PH dargestellt
werden. Die Salze entstehen bekanntlich durch Vereinigung von
Siauren mit Laugen unter ,,Austritt’ von Wasser. Richtiger ist,

7 /]
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den Vorgang nach der Auffassung v vor a2
der Ionentheorie, z.B. K+tOH—+H+* (S22t undissoziiert
0L = KO 410, als ein Au- g ufmitoo
allen“ des nahezu undissoziierten
Wassers bei der Einstellung des Gleichgewichts zu betrach-
ten. Die Bedeutung des Wassers erhellt daraus, da3 es die typi-
schen Bestandteile sowohl der Siuren als auch der Laugen ent-
halt: Reinstes Wasser (praktisch kaum herstellbar) enthilt die
gleiche Konzentration an H- und OH-Ionen, nimlich in 11 nur
ein Zehnmillionstel Gramm H- und 16 41 =17 Zehnmillionstel
Gramm OH-Ionen. Da die ,,Konzentration‘ als g-Mol pro Liter
definiert ist, betrigt die Wasserstoffionenkonzentration bei 22°

1
1" 10 Millionen

2400000

=1:10"7 g/Liter. Nach dem Gesetz der Massen-

[H+] x [OH—]
[H:0]
undissoziierten Wassers weitaus groer ist, kann H,O praktisch als
konstant angesehen werden. Also ist Ht x OH— konstant. Fir
neutrales Wasser von 22° gilt 1 - 107 x 17 - 10~7; da 17 ebenfalls
ein konstanter Faktor ist, muB3 10—7 x 10—7 konstant sein; d.h.

das Produkt der Ionenkonzentration ist konstant = 1014,

wirkung ist auch beiWasser =konst. Da die Menge des
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Hat also ein Wasser durch Zugabe von Saure die Wasserstoff-
ionenkonzentration von 1-10~5, so betrigt die Hydroxylionen-
konzentration 17 - 10=°. Im allgemeinen wird auch bei alkalischen
Losungen die Wasserstoffionenkonzentration als Mafistab gewéhlt.
Sie liegt zwischen 10— und 10—7. Nach Vorschligen von
SORENSEN wird zur Vereinfachung der Schreib- und Berechnungs-
weise der negative Exponent der Wasserstoffionenkonzentration
(statt 10—7 also ,,7°) gebraucht, d.h. der negative Logarithmus
stellt die PH dar. Weil auch der osmotische Druck P in diesem
MeBbereich der Wasserstoffionenkonzentration H parallel geht,
nennt er den Wert pH oder PH.

Fir die Umrechnung von H in PH und umgekehrt gelten die
mathematischen Regeln.

Z.B.: H = 2 -107°, wie gro§ ist PH ?
log 2 = 0,30103
log 10—5 — —5,00000

log 2 - 10— =4,69897 PH = 4,7
PH = 4,7, wie grof ist H ?

num. von —5 =1-10—"3

num. von 0,3 = 2

num. von 47 =2 -10—%

Die PH ist von der Temperatur stark abhingig, da durch die
Wirme eine stirkere Dissoziation eintritt. Sie mufl bei 22° ge-
messen werden, da hier PH = 7 den Neutralpunkt anzeigt. Niedri-
gere Zahlen z. B. 6,5 bedeuten saure, héhere, etwa 7,5 bedeuten
alkalische Reaktion.

Als Beispiel fiir die Errechnung der PH seien einzelne Sauren
und Laugen aufgezahlt:

n n n
0 100 1000
HCl 1,08 2,00 3,00
H, S0, 1,17 2,05 3,00
CH, COOH 2,88 3,37 3,89
K OH 13,00 12,00 | 11,00
Ca (OH), — 11,71 | 10,81
NH, OH 11,16 10,64 | 10,15
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Aus der Tabelle ist zu ersehen, daf} in starker Verdiinnung die
starken Séauren und Laugen voéllig in Ionen gespalten sind. Die
schwachen Sduren und Laugen dagegen sind weniger dissoziiert
und ihr PH-Wert liegt niher zum Neutralpunkt PH 7.

«) Der EinfluB von Salzen auf die PH schwacher
Sduren (Pufferung).

Eine Séure ist dann als stark zu bezeichnen, wenn sie fast véllig
in ihre Ionen zerfillt. Die schwachen Sauren, wie HCN, H,S und
eine Reihe organischer Sduren sind nur teilweise dissoziiert. Ihre
Spaltung wird durch Zusatz von Salzen nach dem Gesetz der
Massenwirkung noch weiter zuriickgedringt. Als Beispiel sei
die Essigsdure (CH;,C00) H oder kurz HAc angefiihrt. Durch
Zusatz von Natriumazetat werden weitere Sdurereste, Ac zu-

gefiihrt.
(H) x (Ae) (h) X (Ac) x Ac

Der Wert “(HAo) T (HAe)
d.h. H-Tonen gehen zuriick auf Kosten der Ac-Ionen (h). Wird eine
solche ,,Pufferlésung*‘ verdiinnt, so bleibt die PH erhalten. Es be-
ruht dies darauf, daB durch Verdiinnung der Salzlésung ihre
,,antidissoziierende’* Kraft geschwicht wird und entsprechend der
Verdiinnung weiter Essigsduremolekiile gespalten werden. Aus
dhnlichen Griinden sind diese Ldsungen gegen kleine Mengen
Sdure und Lauge ebenfalls unempfindlich: Da die starken Siuren
energischer Salze bilden, entreiBen sie den Salzen schwacher Séauren
das Metall: CH;COONa + HC1 > CH,COOH + NaCl. Die gebildete
Essigsaure ist nur wenig dissoziiert, die Losung daher viel schwi-
cher sauer, als wenn die HCl reinem Wasser zugefiigt worden
wire.

= konst. geht also iiber in

p) Die Bedeutung der PH und der Salzkonzentration
in der Nahrbodentechnik.

Ebenso wie der Tierkirper durch verschiedene Regulationen seine
ihm optimale PH einhilt, ist auch bei den Bakterien das Wachs-
tum und die Vermehrung nur in einem bestimmten PH-Bereich
moglich. Die giinstigste oder optimale PH liegt meist in der Mitte
zwischen beiden Grenzwerten und ist bei anspruchsvollen patho-
genen Keimen sehr klein.
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Tabelle.

Wik | optimum
Staphylococcus aureus. . . .| 3,9—S8.,9 6,4
Streptococcus pyogenes . . .| 7,2—8,1 | 7,6—7,8
Meningokokkus. . . . . . g 7,3—78 | 7,6—17,6
Pneumokokkus . . . . . . .l 5,2—7,8 | 6,8—7
Bakt. diphtheriae . . . . . .| 5,6—8,5 | ca.7,6
Bakt.coli . ... ... . .| 4,8—8.8 | 656—7
Bakt. typhi . . . ... . .| 6,2—7,6 | 6,8—7,2
Bakt. paratyphi. . . . . . .| 4,1—84 | 6,2—7,2
Bakt. dysenteriae Shiga-Kruse| 5,5—8,5 | 6,56—7,8

Um den EinfluB verschiedener dufBlerer Faktoren (z.B. Luft-
kohlensiure) auf die PH der Nihrbriihe einzuschrinken, werden
den Nahrboden saure Phosphate zugesetzt, die zusammen mit
dem Eiweifl des Néahrbodens die PH in gewissem Mafe einhalten.

Auf die Bedeutung der Salzkonzentration sei nur kurz hinge-
wiesen: Aq. dest. hat bakterizide Wirkung, konzentrierte Salz-
losungen ebenfalls. 3proz. NaCl-Losung kann zur Bildung von
Involutionsformen fithren. Das Optimum liegt auch hier in der
Mitte: Auch die Bakterien bevorzugen Losungen, deren osmotischer
Druck einer physiologischen Kochsalzlésung von 0,85% entspricht,
die mit dem osmotischen Druck des Blutes iibereinstimmt, also
isotonisch ist. Stérkere Salzkonzentration wird als hypertonisch,
schwichere als hypotonisch bezeichnet.

y) Die Titration von Sduren und Laugen.

Diese ist ein weiteres Maf fiir die Aziditat einer Losung. Die
verwandten MafBlosungen enthalten bestimmte Mengen von H-
bzw. OH-Tonen, namlich als Normallosung ein Mol pro Liter: 1 gH,
bzw. 17 gOH. Eine normale HCl enthalt demnach 1 + 35,5
2ERIO _ 49 g H,80,
usw. Da es in der Praxis Schwierigkeiten macht, die Losung genau
,,einzustellen‘, arbeitet man meist mit MafBl6sungen anndhernd
richtiger Konzentration und stellt die Abweichung durch Vergleich
mit genauen Losungen (z. B. bei Sduren mit genau eingestellten
Laugen) fest: Bestimmung des ,,Titers.

Soll z. B. der Gehalt einer Losung an NaOH bestimmt werden,

= 36,5 g HCL, eine normale H,SO, =
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so gibt man einen Indikator zu und 148t so lange von der Normal-
losung der Salzsdure zutropfen, bis der Indikator durch Farbum-
schlag anzeigt, daB der Aquivalenzpunkt erreicht ist. Es entspricht
dann die Menge der ,,verbrauchten‘ HCl genau der in der Losung
enthaltenen NaOH. Naturgemaf hangt die Genauigkeit der Mes-
sung davon ab, da durch den Indikator auch wirklich der Aqui-
valenzpunkt angezeigt wird. Indikatoren sind organische Farb-
stoffe, die in gewissen PH-Bereichen eine Anderung ihrer Konsti-

74

73
21— _ A
77
T 75 g } ¢ ;‘%/m Fhenolphtalem
A :
/§/unsusussy inmmmnns 94 L ackimus
ANT = can gel
; } ¢ ot Mettylorange
A
7 I S T U T | N S U N T N U S 't
0 w 7% 20ccmyNa O
Abb. 2.

tution und Farbe erfahren: So ist z.B. das Phenolphthalein farb-
los, seine Alkalisalze dagegen sind intensiv rot gefirbt. Da dem-
nach die Indikatoren selbst auch Sdure bzw. Alkali verbrauchen,
diirfen sie nur in kleiner Menge zugesetzt werden.

Das Umschlagsgebiet ist bei:

Methylorange . . . . PH 3,2—44 rot-gelb
Methylrot . . . . . ,, 4,4—6,2 rot-gelb
Neutralrot . . . . . ,, 5,8—8,0 rot-gelb
Lackmus . . . . . . ,, 6,0—7,0 rot-blau
Bromthymolblau. . . ,, 6,0—7,6  gelb-blau
a-Naphtholphthalein . ,, 7,5—8,6 gelbrot-blau
Phenolphthalein . . . ,, 8,0—10,0 farblos-rot
Alizaringelb . . . . . »» 10,0—12,1 gelb-violett

Die Wahl des Indikators hat sich nach der Natur der zu
titrierenden Saure oder Lauge zu richten. Wird z.B. 10ccm
n/10 HCI mit n/10 NaOH versetzt, so steigt die PH von PH 1 auf-
warts: Nach 9cem auf 2, nach 9,9 auf 3, nach 9,99 auf 4 usw.
Die Titration ist also bei PH = 4 schon praktisch beendet. Da in
diesem Bereich der orange-farbige Umschlag des Methylorange
liegt, wird man diesen Indikator zur Titration starker Sduren und
Laugen wihlen. In Abb. 2 ist in SNA der PH-Ablauf graphisch
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dargestellt. Wiirde man fiir die Neutralisation der Essigsiure den
gleichen Indikator wihlen, so trite schon nach Zusatz einer kleinen
Menge Lauge ein Farbumschlag ein, wie aus der Kurve S;NA zu
ersehen ist. Es ist hier
also ein Indikator zu
wihlen, dessen Um-
schlagsgebiet in den
steilen Teil der Kurve
S;NA f{fallt: das Phe-

1111|||1.:|1»1|| L1 I no] hthalein.
g 70 7 ' Jocem Na il P .
# P, Natp Pl Nay POy Na: Yy Die Form der PH-
Abb. 5. Kurven gleicht einem

S. Bei manchen mehr-
basischen S#éuren kommt es zu einer stufenweisen Absadttigung
(z.B. H;PO,), wobei sich jeweils die Abséttigung eines H-Atoms
durch den steilen Anstieg der PH-Kurve erkennen liit (Abb. 3).

0) Die Herstellung von Pufferlésungen.
Dampft man Phosphorsiurelssungen nach Zusatz von 1, 2 und
3 Mol NaOH. ein, so erhilt man die ein-, zwei- und dreibasischen

ey —— 3 Salze NaH,PO,, Na,HPO, und
Phlosphat Pe ) Na,PO,. Da die Salze mengen-
mafig durch Wiegen leicht
g’l 32’9 cem g’g zu bestimmen sind, hat man
3 992 5:8 nach den Angaben von SOREN-
12 88 6,0 SEN die Moglichkeit, durch
18,5 81,5 6,2 Auflésen von Salzgemischen
26,2 73,8 6,4 Losungen bestimmter PH zu
36 64 6,6 . . [2e
50 50 68 erhalten. Es ist zweckmiBig,
61 39 7,0 nur Fabrikate zu verwenden,
72 28 7,2 die fiir diese Zwecke gepriift
80,8 19,2 74 sind und den Vermerk tragen :
gz, 5 lg 5 Z’g ,»Fiir Pufferlosungen nach So-
94.5 5: 5 8:0 rensen‘‘. Man l6st zwei Drittel

der Salzmenge, die zur Her-

. 1 .. . .
stellung einer 10 molaren Losung nétig ist, in 11 CO,-freiem Wasser

auf: 9,078 g KH,PO, und 11,876 g Na,HPO, -2H,0. Durch Vereini-
gung von Mengen in dem aus der Tabelle ersichtlichen Verhaltnis
sind die verschiedenen py-Werte zu erhalten.
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Wie aus Abbildung3 zu ersehen ist, verlauft die Titrationskurve
zwischen py = 6,0 und 7,5 sehr flach und linear. In diesem Be-
reich bewirkt also Siure- und Laugezusatz nur geringe PH-Ande-
rung: Phosphatgemische sind demnach gute Puffer. Fiir das saure
Gebiet von PH 1—6 dient Zitronenséure, fiir das alkalische Gebiet
von PH 7,6—11 Borsiure, beide in Mischung mit bestimmten
Natronlaugemengen.

b) Die Praxis der PH-Messung.

Die Messung kann prinzipiell nach zwei Methoden vorgenom-
men werden: kolorimetrisch und elektrometrisch. Die Wahl
zwischen beiden hat vorwiegend unter dem Gesichtspunkt der
Genauigkeit zu erfolgen. Die Kolorimetrie ist einfach, hat aber
den Mangel, dal in Losungen mit gewissen Eigenfirbungen, Salz-
und Eiweiflgehalten die Messung gestért wird und daf3 sie von der
Farbempfindlichkeit des Untersucherauges abhingt. Die Elektro-
metrie schaltet diese Fehler aus, ist aber komplizierter.

«) Kolorimetrie.

In der Titrimetrie macht man schon seit langer Zeit von der
Indikatoreigenschaft mancher Farbstoffe Gebrauch. Der Farb-
umschlag erfolgt in einem Bereich von 1,3—2,1 PH und weist dem-
nach Mischfarben auf: Methylorange: rot—-orange—>gelb, Brom-
thymolblau: gelb—>grin—blau. Ein Indikator ist um so empfind-
licher, je stirker sich mit der PH seine Farbe dndert.

Die zwischen den beiden Grenzfarben z.B. gelb und blau liegen-
den Mischfarben sind fiir die bekannte PH typisch,so daf3 man aus
ihnen auf die vorliegende PH schlieBen kann. Zum Vergleich ver-
setzte man frither Puffergemische bekannter PH (siehe Phosphat-
puffer) mit dem Indikator. Neuerdings verwendet man die in
Farbendruck hergestellten Standardskalen. (Wegen der Empfind-
lichkeit miissen diese Farbskalen dunkel aufbewahrt werden!) Als
Fehlerquellen bei der Messung sind zu beachten: 1. Salzfehler.
Durch Zuriickdriangung der Indikatordissoziation bei konz. Salz-
lssungen bedingt. Die optimale Salzkonzentration haben

%)--molare Losungen. Fiir halbmolare Losungen ist z.B. bei Me-

thylorange ca. 0,1 zu addieren, bei Phenolphthalein ca. 0,15 zu
subtrahieren. 2. Eiweilfehler. Die meisten Indikatoren vermaogen
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mit den ,,amphoteren‘ (als Siure und Base fungierenden) Eiweil3-
verbindungen Salze zu bilden und entziehen sich hierdurch ihrer
Aufgabe. Der Fehler ist in manchen Féllen (z. B. Lackmus) so
grof}, daf} die Werte unbrauchbar sind. Fiir die eiweil3- oder pep-
tonhaltigen Néhrboden wurde daher von MicHAELIS die Gruppe der
Nitrophenole herangezogen, die keinen Eiweiifehler verursachen,
da ihr Sdurecharakter besonderer Natur ist.

Eines der altesten Verfahren zur Bestimmung der Reaktion ist
die Prifung mit Lackmuspapier. Trotzdem der Lackmusfarbstoff
einen Farbumschlag beim Neutralpunkt PH =7 zeigt, hat er
neben anderen noch den Nachteil, daf3 sich nur entscheiden 1aft,
ob die Losung sauer oder alkalisch ist. Die neueren Verfahren
verwenden Farben, die sich in einem gewissen PH-Bereich weit-
gehend dndern.

1. Angeniiherte PH-Bestimmung. Hierzu dient der Universal-
indikator von MERCK, der als alkoholische Losung in den Handel
kommt und im Bereich von PH 4—9 von rot iiber gelb und griin
nach blau umschléigt. Zu 8 com Wasser oder 5 ccm Bouillon gibt
man zwei Tropfen. Statt des Lackmuszusatzes zu den flussigen
Néahrboden sollte in Zukunft die Reaktion nachk Bebritung durch
Indikatorzusatz (z. B. auch durch Bromthylmolblau) gepriift
werden.

Fir starke gefiarbte oder tritbe Flussigkeiten, sowie fiir kleine
Mengen ist die ,,Reaktionsfolie von WULFF zu empfehlen, Zello-
phanstreifen, die getrankt sind mit einem Indikator, der ebenfalls
von rot nach gelb, griin und blau umschlagt.

2. Genaue PH-Bestimmung. An Stelle der ,,Reaktionsfolie‘‘ ver-
wendet man die ,,Indikatorfolie” von WrLFF. Mit einer Serie von
acht verschiedenen Folien 146t sich der Bereich PH 1,6—12,2 mit
einer Genauigkeit von 0,1—0,2 messen. Die Vergleichsfolien sind
durchsichtig und mit Abstinden zwischen Glasplatten aufgereiht.
Zum Vergleich wird die Indikatorfolie zwischen die farbihnlichsten
Folien gelegt.

Zieht man den Vergleich in Losung vor, so kann der HELLIGE-
Komparator Verwendung finden.

Die beschriebenen Methoden sind alle an Farbstufen gebunden,
d.h. die Vergleichsfarben liegen nur in Werten von 0,2 Differenz
vor. Eine geniale Abianderung stellt die Doppelkeilkolorimetrie
von BJERRUM-ARRHENIUS dar, die sich besonders zur Reihen-
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untersuchung schwach gefiarbter Fliissigkeiten mit &dhnlicher
PH eignet.

PH- Bestimmung mit dem Doppelkeilkolorimeter nach Bjerrum.-
Arrhenius. Die Apparatur, vgl. Abb. 4, besteht aus einer 20 cm
langen, 4 cm breiten und 31, cm tiefen Glaswanne, die durch eine
diagonal verlaufende Glaswand in zwei keilférmige Fliissigkeits-
rdume unterteilt ist (,,Doppelkeilwanne”). Sie ist auf ein vier-

Abb. 4.

fiiiges Gestell montiert, hat einen abnehmbaren Glasdeckel und
trigt einen reiterfsrmigen ,,Doppelprismenkomparator‘, dessen
beide Prismen durch Brechung das Licht 1. aus dem Priifrohr,
2. aus der Keilwanne auf zwei benachbarte Felder abbilden. Soll
z. B. eine klare farblose Fliissigkeit bestimmt werden, so geniigt
die Befiillung des vorderen Réhrchens mit Flissigkeit und Indi-
kator. Bei gefirbten und triiben Losungen wird nach dem Prinzip
von WALPOLE der Farbfehler dadurch eliminiert, da3 man zwi-
schen Lichtquelle und Wanne ein 2. Réhrchen mit Lésung ohne
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Indikator setzt. Zum Ausgleich wird dann vor das Priifrohr noch
ein Rohrchen mit aqua dest. gebracht. Die Reagensrohrchen
miissen aus farblosem Glas sein und 15 mm lichte Weite haben.

Der Komparator und das Zubehor werden von der Firma Lau-
tenschliger G.m.b.H., BerlinNW 6, Luisenstr.49 oder Miinchen
SW6 geliefert.

Zur Ausfithrung einer PH-Bestimmung befiillt man jeden Teil
der Wanne mit je 80ccm (ausgekochtem, daher kohlenséurefreiem)
aqua dest., gibt dann in jeden Keil 2cem desjenigen Indikators,
in dessen Intervall der zu bestimmende PH-Wert liegen soll und

in den alkalischen Keil (dessen Basis rechts liegt) O,5ccmi% Na OH,
in den anderen ,,sauren‘‘ Keil ebensoviel 1% H Cl. Man riihrt die

Mischungen in den Keilen mit je einer Gummifahne bis in die
Spitzen hinein (!) gut durch, verschlieBt mit dem Deckel und setzt
den Doppelprismenkomparator auf die Keilwanne. Die oben be-
schriebenen Rohrchen werden befiillt, wobei das Priifrohr mit 5 cem
Losung und 0,35 cem desjenigen Indikators versetzt wird, mit dem
die Keilwanne beschickt ist. Es ist darauf zu achten, daf} die
Temperatur der Losung 20—22° betrigt, da die PH-Zahl bei
hoherer Temperatur kleiner wird. Das Licht fallt dann unten durch
den befiilllten Teil des Rohrchens mit der zu messenden Losung,
dann durch den alkalischen und sauren Fliissigkeitskeil. Durch ein
System von zwei Prismen wird das Licht zweimal rechtwinklig
gebrochen und fallt schlieflich durch eine Lupe in das Auge des
Beobachters. Das austretende Licht ist das Farbgemisch aus der
Losung und dem je nach Standort des Komparators verschieden
groflen Anteil des alkalischen und des sauren Keils.

Der zweite obere Strahlengang des einfallenden Lichtes geht
durch den leeren Teil des Rohrchens mit der MafBilosung, durch das
Rohrchen mit aqua dest. und schliefllich durch die mit Indikator
versetzte Mef316sung. Auch hier wird das Licht durch die entspre-
chenden Prismen gebrochen, so dafl es parallel dem unteren Strah-
lengang verlduft und durch den Beobachter mit diesem verglichen
werden kann. Der obere Lichtstrahl ist die Summe der Farben aus
dem aqua dest., der Eigenfarbe der MeB16sung und ihrer Indikator-
farbe. Sie ist naturgeméifl von der Stellung des Komparators unab-
hangig.

Durch entsprechende Verschiebung des Komparators ist die
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Stelle zu ermitteln, an der Farbengleichheit zwischen den beiden
Strahlengéngen herrscht. Auf einer Skala, die vor der Keilwanne
angebracht ist, kann dann ein bis 0,05 gehender Wert abgelesen
werden. Die Skala hat ihren Nullpunkt in der Mitte, am alkalischen
Teil sind die positiven, am sauren Teil die negativen Werte ab-
zulesen. Hat man z.B. den Indikator ,,7° (Bromthymolblau),
dessen MeBbereich von PH6,2—7,8 reicht, so ist der PH-Wert beim
Nullpunkt der Skala 7,0, bei + 0,3 = PH 7.3, bei — 0,3 = 6,7.

Zur Einstellung von Nahrbouillon, Agar, Gelatine usw. werden
5cem Nahrboden mit 5ecem physiolog. NaCl-Losung gut gemischt
und auf zwei Rohrchen verteilt. Zu einem der Réhrchen wird In-
dikator gegeben und dann evtl. auf 20° abgekiihlt. Bei salzigen
und eiweifireichen Losungen sind die Nahrboden bis auf 1:5 zu
verdiinnen.

Die befiillten Keilwannen sind vor Licht zu schiitzen, weil sonst
die Farben leicht verblassen. Ist die Befiillung der Wanne vor
einigen Tagen erfolgt, so ist es zweckmaflig vor der Bestimmung

dem ,,alkalischen* Keil einige (1—3) Tropfen i% NaOH zuzufiigen

und mit der Gummifahne wie bei Neubefiillung durchzuriihren.
Sind die Farben merklich verblafit, so empfiehlt sich eine Neu-
befiillung. Soll eine PH-Bestimmung bei grellem Sonnenlicht vor-
genommen werden, dann stellt man vor den Apparat entweder eine
Mattscheibe oder man hingt ein Stiick Pergamentpapier davor.
Fir PH-Bestimmungen bei kiinstlichem Licht wird eine Lampe
geliefert.

Die Nitrophenolindikatorenmethode von Michaelis. Die bei dem
Verfahren von BJERRUM-ARRHENIUS verwendeten Farbstoffe
haben den Nachteil, daf ihr ,,EiweiBfchler oft sehr grof} ist.
Von MICHAELIS wurden daher die Nitrophenole zur PH-Messung
vorgeschlagen, da bei diesen der EiweiBfehler vernachlissigt wer-
den kann. Diesem Vorteil steht aber auch ein Nachteil gegentiber:
die Nitrophenole gehen durch Alkali in gelb gefirbte Verbindungen
iiber. Da die MeBfliissigkeit (Bouillon, Urin usw.) oft ebenfalls gelb
gefirbt ist, muB man zur Unterdriickung der Eigenfarbe mehrfach
verdiinnen, was aber, wie schon erwéhnt, nur bei gepufferten Lo-
sungen moglich ist.

Die Ursache des Farbumschlags ist die Konstitutionsénderung
z.B.

Attz-Hettche, Nihrboden und Farben. 2
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nitrophenol
farblos gelb gelb

Das Chinon, ebenfalls ,,chinoider‘ Struktur, ist gleichfalls gelb
gefiarbt. Durch die Eigenart der Azinitroverbindung ist auch der
geringe Eiweififehler bedingt.

Bringt man in einer Nitrophenoll6sung durch Zusatz von Alkali
die PH z. B. von 5 auf 7, so geht die farblose Verbindung allméahlich

in die gelbe Alkaliverbin-

o — ™%  dung, OC{H,NOONa iiber.

i - Zwischen PH 5 und 7 liegen
2;‘;’”’”': ’2‘;’,’,’7”"’ ”" Mischungen der beiden Ver-
(Farblas) | + 114  bindungen vor. Auf Grund
i — theoretischer ~Erwigungen

w% 5,,,' 650 ar e aE 0’ % 148t sich errechnen, wie grof3
= bei den verschiedenen PH-

Abb. 5, Stufen jeweils der Anteil der

gelben Verbindung ist.

Zur Herstellung von Vergleichsrohrchen ist dann nur die ent-
sprechende Menge derselben in Rohrchen einzutragen und mit ver-
diinntem Alkali aufzufiillen. Die Rohrchen enthalten also nur die
gelbe Verbindung und zwarin steigender Konzentration. Abb. 5 zeigt
den Ubergang der Pseudoform in die Azinitroform (schematisch).

Im praktischen Betrieb wird die Bestimmung durch Herstel-
lung der Dawuervergleichsréhrchen weitgehend vereinfacht. Aus
den vier Stammlosungen:

I. Paranitrophenol . . . . .. 0,1 %
II. Metanitrophenol . . . . . . 03 %
ITI. Gammadinitrophenol. . . . 0,25%
IV. Alphadinitrophenol. . . . . 0,56 %

werden verschiedene Verdiinnungen des Indikators mit -1% Soda-

losung hergestellt und in saubere, alkalifreie Reagensgliser von
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gleicher lichter Weite abgefiillt. Nach Zuschmelzen oder Ver-
siegeln konnen die Rohrchen beschriftet und aufbewahrt werden.

Vgl. Abb. 6.

Verdiinnung der Stammlésung :
I. Zu 18 cem n/10 Na,CO3 kommen 2 cem Stammldsung.

II. ,, 18 ,,
I, ,, 27
Iv. ,, 27 ,,
Diese ,,Indikator-
verdinnung“  wird
mit , ,Erginzungslo-
N .
sung"‘‘ (1—0 Na2003) in
verschiedenem Ver-
haltnis gemischt; die
unter ,,Ind. Verd.*
angegebene Menge in
cem wird mit Ergin-

zungslésung auf 7 cem
aufgefiillt (z.B. I;

"

”

13} "

” ”

2

2

E24

”»

2

3

3

”

»

”

2

4. Rohrchen 0,63cecm Ind. Verd. mit 6,37 cem %NagCO:,):

' ] L2 |3 | 4[5 [6] 7|8 |o
Reihe Losg. PH Réhrehen
I. |Ind. Verd. . .|0,16|0,25|0,40| 0,63|0,94|1,40|2,08| 3,0 | 4,05
PH . . ... 54 |56 |5,8 |60 /62 64 (6,6 |68 | 7,0
II. |Ind. Verd. . .]0,27(0,43|0,66| 1,0 {1,56 (23 3,0 [4,2 | 52
PH. . ... .|68 (70 [7,2 |74 [76 |7,8 80 | 8,2 | 84
ITI. |Ind. Verd. . .|0,74|1,10|1,65|2,4 |34 45 |55 | 6,6
PH . .... 40 (4,2 |4,4 |4,6 (48 |50 |52 | 54
IV. |Ind. Verd. . .|0,551|0,78|1,20|1,74|2,56 |3,4 (4,6 | 7,5 | 6,7
PH . .... 28 3,0 (3,2 (34 |36 |38 |40 | 4,2 | 44

Durch Vergleich mit diesen Réhrchen kann die PH mit einer Ge-
naunigkeit von 0,1—0,2 PH bestimmt werden.

Zur Ausschaltung der Eigenfarbe wird nach Verdiinnung auf
das 3fache (bei gut gepufferten Losungen auch bis auf das 10fache)
die Losung im Walpole-Komparator mit den Dauerréhrchen ver-

glichen.

2*
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Der Komparator besteht aus einem Holzblock, vgl. Abb. 7, der
in der Senkrechten 3 Lochpaare von 9 ¢cm Tiefe aufweist, die in der
Wagerechten von 3 Durchbohrungen @, b und ¢ getroffen werden
und als ,,Sehloch‘‘ dienen. Die vordere Reihe sei mit I, 2 und 3 be-
zeichnet, die hintere mit 4, § und 6. Durch das Sehloch a wird
dann 7 und 4, durch b 2 und 4, durch ¢ 3 und 6 beobachtet.

) In 7 und 3 kommen die Ver-
gleichsrohrchen (z.B. Reihe II.,
4. und 5. Réhrchen=PH 7 4 und
7,6) dahinter in 4 und 6 je 6ccm
MeBlosung + 1cem Wasser. In 2
kommen 6 ccm Me816sung und 1 cem
Indikatorstammlésung (in unserem
Beispiel also II: Metanitrophenol),
in 5 ein Rohr mit H,0. Damit sind
fir die Betrachtungen gleiche Ver-
héiltnisse geschaffen. Das Licht
durchléuftdie gleiche Schicht Was-
ser und Mefl6sung in den 3 Seh-
feldern @, & und ¢ und es variiert nur noch der Wert der Farb-
I6sung. Liegt der Farbton in der Mitte zwischen @ und ¢, so mufl
der PH-Wert geschitzt werden (im Beispiel also rd. 7,5). Natiir-
lich mul auch auf den TemperatureinfluB geachtet werden.

Stammlésungen und Dauerreihen kénnen fertig bezogen werden.

f) Elektrometrie.

1. Allgemeines. Das ilteste Verfahren der Erzeugung gal-
vanischer Elektrizitat beruht bekanntlich auf der 1790 von Vorra
gemachten Entdeckung, daB beim Eintauchen eines Metalls in eine
Fliissigkeit eine Potenzialdifferenz zwischen Metall und Fliissigkeit
entsteht. Werden zwei verschiedene Metalle in ein GefaB mit
Fliissigkeit getaucht, sohat man das einfachste galvanische Element
vor sich. Zur Vermeidung der Polarisation (Spannungsabfall durch
Beladung einer Elektrode mit H,-Gas) stellt man konstante Ele-
mente her, von denen das DANIELL-Element angefiihrt sei: ein
Zinkstab taucht in verd. H,SO,; in letzterer befindet sich ein
mit CuSO,-Losung gefiillter Tonbecher mit einem Kupferstab
(Zn | H,SO, || CuS0, | Cu). Entnimmt man von beiden Metallstiiben
Strom, so geht Zn als Zn" in Lésung, bindet sich an SO}, wihrend
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das H' der H,S0, durch den Tonbecher wandert und sich an Stelle
des Cu” in CuSO, setzt, das sich seinerseits auf dem Kupferstab
niederschlagt und diesem seine positive Ladung abgibt. Da der zu-
nachst neutrale Zinkstab durch die Abwanderung eines Teiles Zink
als pos. Zn-Ion negativ zuriickbleibt, besteht zwischen den beiden

Metallstaben eine Spannungsdifferenz: Chemi-
sche Energie der Metalle kann in elektrische
Energie tibergefiihrt werden.

Der Losungsdruck der Metalle, wie NERNST
diese Erscheinung nannte, ist umgekehrt pro-
portional der Anzahl der schon in der Losung
befindlichen betr. Metall-Tonen. Auch der
Wasserstoff ist in elektrischer Hinsicht als Me-
tallaufzufassen. Wirder in einem Metall mit sehr
kleiner Lésungstension, Platin, aufgelost, so kann

Abb. 8.

diese Pt- H,-Elektrode als Wasserstoffelektrode dienen. Taucht
man eine Pt — H, = Elektrode in eine H-Ionen reiche Losung, so
geht nur wenig H, in Losung, die Elektrode ist dann schwach
negativ. Wird eine andere Pt — H, = Elektrode in eine H-Ionen

arme Losung getaucht, so geht sehr viel H,
als positiv geladenes H-Ion in Loésung, die
Elektrode bleibt stark negativ geladen zu- —
riick. Stehen beide Gefafle durch eine pordse
Wand in leitender Verbindung, so kann man
eine Potenzialdifferenz zwischen beiden Elek-
troden messend feststellen. Da diese von
der H-Ionen-konzentration abhingig ist,
spricht man bei solchen Anordnungen von

,,Konzentrationsketten“. Sie kénnen zur Messung der H-Ionen-

konzentration dienen.

Wird z. B. wie in Abb. 8 angedeutet, die rechte Zelle mit

Normalsalzsédure, die linke mit 1% HCI gefiillt, so ist die linke

Elektrode um 57,7 Millivolt negativer als die rechte: bei —_ HCl

100

um 2 - 57,7 = 1154 mV usw. Bei Losungen unbekannter PH kann
also aus der Millivoltzahl auf die PH geschlossen werden. Zum
Verstandnis sei der Vergleich mit dem Druckgefille von Wasser
herangezogen (Abb. 9). Von den Systemen A Bund a b zeigt A B
ein grofles, a b ein kleines Druckgefille. Werden beide bei B b ver-
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einigt, so findet man bei ¢, wo anfangs der Druck — war, nunmehr
+ B. Das Gefille zwischen 4 und a ist also =«/f.

Wiirde die PH-Messung mit den sonst in der Elektrotechnik
iiblichen Spannungsmessern vorgenommen, so bestande die Gefahr,
daf} durch die MeBgerite zu viel Strom verbraucht wiirde (im Bei-
spiel des Wassers: Bei A ist kein Reservewasser,
daher rasch Abfall). Um dieser Gefahr zu ent-
gehen, wird eine besondere Schaltung nach
£ H PoGGENDORF—DUBOIS REYMOND angewendet.

Die Pole & und 8 der Elektrode E (vgl. Abb.
fy b 10) werden mit den Polena und b einer variablen
Hilfsstromquelle H verbunden und zwischen S

Abb. 10. und b ein empfindliches Galvanometer G gelegt.

Ist nun die Spannung bei «f gleich der von a b,

so flieft kein Strom durch das Galvanometer: V = v. Die Span-

nung oder das Potential von E ist dann gleich der bekannten

Spannung an der Hilfsstromquelle H. Im Vergleich mit dem

Wasser wiirde die Anordnung mit einer kommunizierenden Rohre

zu vergleichen sein, die im Verbindungsrohr

eine dehnbare Membran M (Abb. 11) tragt.

Bleibt diese in Ruhestellung, so ist der beider-

seitige Druck gleich. Umgekehrt kann man bei

ruhender M schlieBen, daf die beiden Wasser-
sdulen die gleiche Hohe haben (s. Abb. 11).

Abb. 11, 2. Die Apparatur zur Messung. Sowohl fur

die MeB3- als auch fiir die Bezugselektroden sind

im Laufe der Zeit besondere Formen entwickelt worden. Es ist
daher zweckmiBig, die Elektrodengefiafle fertig zu beziehen.

Ein dlteres Modell, daf3 als Grundlage der Weiterentwicklung zu
betrachten ist, zeigt Abb.12:links die H-MefQelektrode, in der Mitte
die KCl-Wanne, rechts die Kalomelbezugselektrode.

Die Wasserstoff-Meflelektrode. Das Gefafl tragt eine Zu-
leitung fiir Wasserstoffgas, das im Kippschen Apparat aus Arsen-
freiem Zink und H,SO, entwickelt und in zwei Waschflaschen
durch Pyrogallol und Sublimat gereinigt wird. Die Platinelektrode
wird nach Reinigung mit Bichromatschwefelsadure im Platinierungs-
apparat mit einer Schicht feinst verteilten Pt iiberzogen (sog.
Platinmohr). Zur Messung wird nur soviel MeBlosung eingefiillt,
daf ein Teil der Elektrode aus der Losung herausragt. Dann wird
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einige Minuten Wasserstoffgas durchgeleitet. Nun kann die Mes-
sung erfolgen. Zur Kontrolle wird hierauf nochmals Gas eingeleitet
und die Messung wiederholt, bis {ibereinstimmende Werte erhalten
werden.

Die KCI-Wanne. Zur lei-
tenden Verbindung von MeSB-
und Bezugselektrode kann Me-
tall nicht verwendet werden, s
da dieses ein Eigenpotential
aufweist. Zur Stromleitung eig-
net sich dagegen eine gesittigte
KCl-Losung, die den Strom un-
verandert weiterleitet, auch
wenn sie in pordésem Ton auf-
gesaugt oder mit Agar zusam-
mengebracht wird. Auf diese
Weise werden namlich die beiden Zuleitungsschenkel der Elek-
troden zur KCl-Wanne flissigkeitsdicht gemacht, ohne daB die
Stromleitung versagt.

Die Kalomel-Bezugselektrode. Zur Fillung der Elektrode
sind nur reinste Chemikalien zu verwenden. Der Vorgang der Fiil-
lung ist in jedem Spezialwerk P »
iiber die Wasserstoffionenkonzen- + }_‘_f@
tration zu finden 1. )

Elektrische Gerédte zur Mes-
sung. 2-Volt - Akkumulator A:
(s. Abb.13) dient als Stromquelle
fir eigentliche Messung. Er hat
zur Entnahme konstanter Strome
eine hohe Kapazitit.

Regulierwiderstand R: Serie
geeichter Drahtwiderstande, die
durch widerstandsarme Kontakte (Stopsel) zu- und abgeschaltet
werden koénnen.

MeBbriicke MBr: hat geeichten Durchmesser und besteht aus
einem Metall, dessen Widerstand von seiner Temperatur fast unab-

F. u. M. Lautenschliger G.m.b.H., Miinchen.
Abb.12.

V)

Abb. 13.

1 Michaelis, L.;: Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin: Julius
Springer. — Kordatzki, W.: Taschenbuch der praktischen PH-Messung.
Miinchen: Miiller und Steinicke.
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héngig ist. Er ist auf einem Skalenstab oder einer Skalenwalze
befestigt und mit dem Schleifkontakt S in leitender Verbindung.

Normalelement N: iiblich ist das Weston-Element mit einer
Spannung von 1018,7 Millivolt. Diese Spannung ist nahezu tempe-
raturunabhingig.

Nullinstrument G: verwendbar sind MefBinstrumente grofBer
Empfindlichkeit: 1. Galvanometer, 2. Kapillarelektrometer nach
voN LipPMANN: Die Oberflichenspannung von Quecksilber wird
durch kleinste Potenzialdifferenzen geédndert. Die Grenzflache von
Hg gegen H,SO, wird in einer Kapillare mikroskopisch verfolgt.
Als Pole dienen die beiden Fliissigkeiten. Das Instrument ist gegen
Uberspannungen sehr empfindlich (Polarisation!)

Taster T: ahnlich dem Morsetaster. Kontakt tritt ein durch
Uberwindung des Federdrucks.

Schalter Sch: Dient zur Umschaltung vom Normalelement
(Priifschaltung P) auf die Elektrodenkette E (MeBschaltung M).

3. Ausfiihrung der Messung. Schalter Sch wird auf P (priifen)
gestellt. Es steht dann die durch R regelbare Spannung des Akkum.
A gegen diejenige des Normalelementes N. Es wird R so eingestellt,
daB} G stromlos ist, wenn T kurz betétigt wird. -Dann ist die Span-
nung an den Enden von MBr gleich der des Normalelements:
1018,7 Millivolt.

Zur Messung der Potentialdifferenz an der Elektrodenkette
Kal — H, wird Sch auf M umgestellt. Der Schleifkontakt S wird
solange verschoben, bis bei G Stromlosigkeit herrscht. Dann ist
die an M ablesbare Spannung gleich der unbekannten Spannung
der Elektrodenkette E. Aus dieser Spannung la8t sich auf Grund
der von NERNST aufgestellten Formeln die PH berechnen. Fiir den
praktischen Gebrauch sind PH-Tabellen errechnet worden, aus
denen fiir jede Spannung die zugehorige PH abzulesen ist (z. B. von
Arvap YLLPO).

4. Die Messung mit Chinhydron. Die MeBelektrode. Mit
der Wasserstoffelektrode ist der gesamte PH-Bereich in gréter
Genauigkeit (0,01—0,02) zu messen. Da jedoch das Arbeiten mit
H,-Gas umstéandlich ist, wird neuerdings eine andere H,- Quelle,
das Chinhydron angewendet. KEs ist dies eine sog. Molekiilver-
bindung, die aus Chinon und Hydrochinon in genau molekularem
Verhiltnis besteht. Das Hydrochinon ist durch Nebenvalenzen
an Chinon gekettet und gibt in Beriihrung mit blanken Pt-Flai-
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chen an diese nur sehr kleine, aber immer gleichmafige Mengen
Wasserstoff ab. Der Losungsdruck dieses Wasserstoffs ist nun
ebenfalls von dem Gehalt der Losung an H-Tonen abhéingig, d.h.
die Spannung verschiebt sich wie bei der Wasserstoffelektrode
jeweils um 57,7 Millivolt, wenn sich die PH um 1 &ndert.

Vergleicht man die Normalwasserstoffelektrode mit der Chin-
hydronelektrode, so ist, da letztere viel weniger H-Ionen in Losung
sendet, die Norm. H-Elektrode negativ.
Wird die Norm. H-Elektrode als 0-Punkt
genommen, so ist die Norm.-Chin.-Elek-
trode positiver und zwar um 704.,4 Milli-
volt. Das Potential der gesittigten Kalo-
melelektrode betrigt 4 250,3 m V. Ver- T
wendet man nun die Kalomelelektrode
als Bezugselektrode, so sind in dem Be-
reich 704,4 — 250,3 =454,1 die PH-Wer-
tevon O bis [454,1:57,7 =]7,87 zu finden.

Die nebenstehende Abb. 14 stellt eine
vereinfachte Kalomel-Chinhydronappa-
ratur dar, die sehr handlich ist und
rasches Arbeiten gestattet. Die Elektro-
den sind durch porése Tonstifte mit der
KCl-Wanne in leitender Verbindung. Von
PH =0bis PH =7,87 ist die Chinhydron- Rt i
elektrode positiv, dariiber hinaus nega- g™
tiv gegen die Kalomelelektrode.

Bezugselektrode. Die Handlichkeit der Chinhydron-
elektrode zusammen mit ihrer raschen Einstellung 1Bt sie auch
als Bezugselektrode Verwendung finden. So kann an die Stelle
der Kalomelelektrode eine Chinhydronelektrode treten, die mit
Standardazetat (Puffergemisch aus CH,COOH + CH;COONa,
PH = 4,62) und Chinhydron gefiillt ist, da ihr Potential bekannt
ist. Angenommen, die MeB- und Bezugselektrode hitten gleiches
Potential (im Wasserbeispiel A B =ab), dann ist die Potential-
differenz und der Wert bei M = O (Abb. 13). Wiirde man fiir jedes
PH kontinuierlich ein derartiges Puffergemisch herstellen kénnen,
so wire nur noch der Kreis 0 = MBr, T, G, Sch—M, (Kal, H) 0
notwendig, d. h. MeBapparate und Stromquellen kimen in Weg-
fall. Auf diesem Prinzip beruht der PH-Bestimmungsapparat von
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Roeper. In genau abgemessene Menge Pufferlosung wird % NaOH

aus einer Spezialbiirette eintropfen lassen. Ist der Punkt erreicht,
an dem Stromlosigkeit herrscht, so kann aus dem Verbrauch an

Abb. 15.

NaOH sofort die PH durch Addition einer Konstanten erhalten
werden.

Titrimetrische PH-Messung und - Einstellung (Roeder).
Die Apparatur setzt sich aus folgenden Teilen zusammen :

1. Elektrodenbecher und Elektrodenrohr; an beiden ist die
Platinelektrode in den Boden des GefiBles eingeschmolzen. Zur
leitenden Verbindung dient ein KCl-Agarbiigel. Beide werden ein-
gespannt in

2. den Elektrodenhalter. Dieser triagt zwei Federkontakte fiir
die Platinelektroden und einen Sockel fiir den Riihrer.

3. Das Elektrometer (voN LIPPMANN) mit Beleuchtung; am
Boden ist der Taster angebracht.

4. Titrierapparatur fiir % NaOH mit Spezialbiirette.

Aufler Chinhydron wird noch eine Serie von Vergleichsstamm-
losungen vorritig gehalten, die als 14 molare Losungen zu beziehen
sind; aus diesen sind durch Verdiinnen mit frisch ausgekochtem
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Aqua dest. die Vergleichslosungen herzustellen. Es werden auf
250 ccm aufgefiillt: 1. 95ccm Ameisenséure (MeBbereich M.B. PH
2,8—4.0); 2. 100ccm Essigsaure (M.B. PH 3,5—6,0); 3. 100cem
KH,PO, (M.B. PH 5,7—8,0); 4. 100ccm Borsdure (M. B. PH 7,6
bis 8,8).

Nach diesen Vorbereitungen kann vorgenommen werden :

Die PH-Bestimmung. Durch angeniherte PH-Bestim-
mung (mit Universalindikator) wird zunéchst der PH-Bereich der

Hahrer

< Elektromeler

HCl-Heber

Jaster

analysen-
Josung

Abb. 16.

MeBl6sung ermittelt. Zur Messung werden 20 cem derjenigen Ver-
gleichslosung, deren Anfangs-PH saurer ist (z.B. fir PH = ca. 5,0
die Vergleichslosung 2), in die Becherelektrode gefiillt. Nachdem
das Elektrodenrohr mit einigen ccm MeBlosung gefiillt ist, wird zu
beiden Chinhydron gegeben. Die Gefife werden in den Elektroden-
halter gesetzt und mit dem Agarbiigel verbunden. Sodann wird
unter kurzem Druck auf den Taster das Kapillarelektrometer be-
obachtet. Der Quecksilbermeniskus bewegt sich beim Schliefien
des Tasters so lange nach oben, als die Vergleichslosung noch zu

sauer ist. Jeweils nach Zutropfen von —121 NaOH zur Vergleichs-

16sung ist zu rithren und zu messen, bis der Meniskus ruht. Der
Verbrauch an NaOH, addiert zum Standardwert der Vergleichs-
l6sung, ergibt die PH-Zahl der MefB16sung.
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Die PH-Einstellung. Zur Einstellung von Bouillon stellt
man sich eine Vorratslosung bekannter PH dadurch her, dall man

zu 20ccm Vergleichslosung die entsprechende Menge —;— NaOH aus

der Spezialbiirette gibt. Mit dieser Losung wird das Elektrodenrohr
gefiillt. In den Elektrodenbecher mift man genau 50 cem Bouillon
und laBt nach Chinhydronzugabe (zu beiden Gefiflen) solange
20 fach verdiinnte Vorratssdure bzw. -lauge tropfen, bis gleiches
Potential herrscht. Die Anzahl der verbrauchten cem gibt die
Menge unverdiinnte Vorrats-Saure bzw. -Lauge an, die zur Ein-
stellung von 11 Bouillon notwendig ist.

Zur Einstellung verfliissigten Agars dient die Temperaturaus-
gleichselektrode (TAE)! (Abb. 15, Mitte). Die TAE besteht aus
einem h-formigen Rohrsystem aus Glas als Elektrodengefaf3. Das
obere Ende des senkrechten Rohrchens wird mit einem Gummi-
stopfen abgeschlossen, durch den ein diinnes Gasréhrchen als
Elektrodentriger in das Innere des h-Gefifles hineinragt. In das
untere Ende des Rohrchens ist ein Platinstreifen als Elektrode ein-
geschmolzen, der in leitender Verbindung mit der am oberen Ende
des Rohrchens befindlichen AnschluBstelle fiir die Litze zum Ka-
pillarelektrometer steht. Das seitlich abwérts gebogene Rohrchen
des Elektrodengefafles ist als Triager fiir ein mit einem Gummi-
schlauch versehenes kurzes KCl-Agarrohrehen vorgesehen.

Die Einstellung der Néhr- usw. Losung erfolgt in der Weise,
dafl man das h-Rohrchen mit der Pufferlosung des gewiinschten
PH-Wertes plus Chinhydron beschickt und das KCl-Agarrohrchen
anbringt. Die Pufferlosung kann fir jeden PH-Wert aus dem zum

Apparat gehorenden Puffer und der —121— NaOH-Losung mit Hilfe der

Spezialbiirette hergestellt werden. Die fertige TAE wird in die
einzustellende Losung der Titrierelektrode getaucht. Bei der Ein-
stellung von Agarlésung verfihrt man in der Weise, da man in
die Titrierelektrode ca. 40cem Aqua dest. von Zimmertemperatur
und 10cem heiler Agarlésung mischt, etwas Chinhydron hinzusetzt
und die TAE eintaucht. Nachdem die Titrierelektrode und die
TAE mit dem Kapillarelektrometer verbunden sind, wird unter
Druck auf den Taster die Ausschlagsrichtung des Meniskus im
Kapillarelektrometer beobachtet. Entsprechend der Ausschlags-

1 Aus Zbl. Bakt. 133, 467.
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richtung setzt man der Analyselosung Siure oder Base aus einer
Biirette hinzu, bis Stillstand im Kapillarelektrometer erreicht ist.
Aus dem Verbrauch an Korrekturlosung fiir die 10 ccm Agar er-
rechnet man die notwendige Zahl fir die Gesamtmenge der einzu-
stellenden Losung. Benutzt man zum Titrieren eine 100fache
Verdiinnung der Korrekturléosung, so hat man pro Liter Néahr-
boden dieselbe Menge der konzentrierten Losung hinzuzusetzen.

Durch das Eintauchen der TAE in die warme Analyseldsung,
wobei man die TAE in quirlende Bewegung versetzt, nimmt die
Pufferlosung in dem h-Gefal in kurzer Zeit die Temperatur der
Analyselosung an, wobei also ein Temperaturausgleich zwischen
beiden Losungen entsteht.

Selbstverstandlich kann auch jede andere Losung mit Hilfe der
TAE in kaltem wie in warmem Zustande eingestellt werden. Bei
Temperaturen von iiber 50° oxydiert das Chinhydron und macht
Einstellungen unmoglich.

Die fertige TAE kann in gesattigter KCIl-Losung mehrere
Stunden aufgehoben und in dieser Zeit fiir dieselbe PH-Zahl be-
liebig oft benutzt werden.

4. Die Filtration von Nihrboden.

Die Filtration der Nihrbéden kann zum Zwecke der Ent-
keimung als auch zur Beseitigung triibender Substanzen erfolgen.

a) Entkeimung durch Filtration.

Flissige Nihrboden, die keine Erwirmung vertragen, z. B.
eiweiBBhaltige Fliissigkeiten: Serum, Ascitesflissigkeit u.a.m.,ferner
Losungen von temperaturempfindlichen Salzen, z. B. Normosal-
losung, Coffeinlosung, Toxin usw. konnen durch Filtration durch
bakteriendichte Filter entkeimt werden. Die Poren solcher Filter
sind so dicht, daB sie EiweiB- und Salzmolekiile durchlassen, die
Bakterienleiber dagegen zuriickhalten. Solche Filter konnen aus
Kieselgur, Ton, Asbest oder Pappe hergestellt werden.

Die Kieselgur- und Tonfilter werden in Form von Hohlkerzen
in verschiedener Grofie und Formgestaltung und in der Regel in
drei verschiedenen Porenweiten auf den Markt gebracht. Die groSte
Verbreitung haben die Berkefeldkerzen (Abb. 17). Diese sind aus
Kieselgur (Diatomeenerde) hergestellt und werden in drei Poren-
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weiten geliefert: V (= viel) grobporig und stark durchldssig, N
(= normalporig), W (= wenig) engporig. Zur Entkeimung ver-
wendet man N- oder W-Kerzen. Die Kerzen, die je nach Bedarf in
verschiedenen GroéBen bzw. Formen geliefert werden, sind vor dem
Gebrauch im Dampftopf zu sterilisieren oder 30 Minuten lang aus-
zukochen. Je nach Form der Kerze werden Glas- bzw. Metallméntel
zur Aufnahme der zu filtrierenden Fliissigkeit geliefert. Da wegen
der geringen Porenweite die Filtration ohne An-
wendung von Druck nicht in Gang kdme, mull
durch kiinstlichen Druck der Durchflul beschleu-
nigt werden. Es kann dies entweder dadurch
geschehen, dafl auf der Flissigkeitsseite Druck
(PreBIuft) ausgeiibt wird, oder daf auf der Seite
des Ablaufrohres der Kerze gesaugt wird ; hierbei
wirkt der Druck der atmosphirischen Luft. Da
bei beiden Verfahren erhebliche Drucke auf die
GefiBe einwirken, miissen dickwandige Gefifle,
Filtermantel und Saugflaschen verwendet werden.
Meistens benutzt man den Druck der atmosphé.-
rischen Luft und setzt das Filter auf eine stark-
wandige Saugflasche; diese trigt unterhalb des
Stopfens ein Ansatzrohr fiir den Druckschlauch,
durch den das GefiBl dann entweder mit der

y ¥ Wasserstrahl- oder Olpumpe evakuiert wird. Die
Abb. 17, AuBenluft driickt nun die Flissigkeit durch die
Poren der Kerze in das Auffanggefaf3. Hierbei ver-
wendet man offene Mintel fir die Filterkerze. Daf} das Auffang-
gefal und auch das Filter steril sein miissen, versteht sich von
selbst.

Die Filterkerze besteht aus dem Ton- oder Kieselgurkérper, der
durch die Metallfassung fest mit dem Ablaufrohr verbunden ist.
Dieses tragt eine Schraubenmutter, durch die nach Einfiigen einer
Gummidichtung der Filtermantel fest an den Tonkdrper gepref3t
wird. Das Auslaufrohrchen wird durch die Bohrung eines Gummi-
stopfens gesteckt und auf die Saugflasche gesetzt. Uber weitere
Einzelheiten unterrichtet der Katalog der Berkefeld-Filtergesell-
schaft. Zwischen AuffanggefiBl und Wasserstrahl- bzw. Olpumpe
ist ein Riickschlagventil und eine Gaswaschflasche oder WULFF-
sche Flasche als Vorschaltgefi3 einzufiigen, um evtl. Riick-
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fluB des Wassers aus der Wasserstrahlpumpe in das Filtrat zu
verhindern.

Sofern man nicht das Auffanggefal unter Watteverschluf3 im
Trockensterilisator entkeimt hat, kann man das ganze System
1 Std. im Dampftopf sterilisieren. Die Vorschaltflasche wird nicht
sterilisiert; auf ihren richtigen Anschluf} ist zu achten: Das bis
zum Boden reichende Rohr mufl an die Pumpe angeschlossen
werden.

Zur Reinigung der durch Gebrauch verstopften, ,,versackten*
Kerzen laft man aus der Wasserleitung von riickwarts Wasser
durchstromen. Man kann nach griindlichem Waschen auch vom
Abdampfhahn am Autoklav Dampf durchstréomen lassen. Che-
misch kann man die Kerzen durch Einlegen in 15 proz. Natron-
lauge oder Antiformin (am besten iiber Nacht) reinigen. Zur Ent-
fernung der Lauge ist aber dann lingere Zeit mit der Pumpe
Wasser hindurch zu saugen.

Die grobporigen Kerzen dienen nicht zur Entkeimung sondern
zum Kliren und Vorfiltrieren. Die entkeimende Filtration durch
feinporige Kerzen verliuft dann wesentlich schneller.

Das Seitzfilter. In neuerer Zeit werden die Filterkerzen von dem
Asbestpappefilter nach SEITz immer mehr
verdrangt. Diese Filter bestehen aus zwei
flachen, durch Schrauben verbundene Me-
tallschalen, die je ein Zu- bzw. Ablaufrohr
tragen. Die Filterschicht, eine besonders
impragnierte  Asbestpappescheibe, wird
durch die Verschraubung der Metallschalen
gehalten. Die Filter werden in verschiede-
ner Grofle geliefert und eignen sich sowohl
zur entkeimenden Filtration, wozu die Se-
rum-EK  (Entkeimungsschichten) geliefert
werden, als auch zur klirenden Filtration.
(Weinkeltereien u. dgl. bedienen sich fiir
ihre Zwecke entsprechender Seitzfilter.)
Fir die entkeimende Filtration wird das
fertig montierte Filter erst sterilisiert. Man
legt die EK.-Schicht in das Metallgehéuse,
zieht die Schrauben nur lose an, damit die Schicht sich ausdehnen
kann; dann steckt man den Auslauftubus des Filters durch die

Abb. 18.
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Bohrung eines in den Hals des Auffanggefifes passenden Gummi-
stopfens und sterilisiert das Filter mit dem Auffanggefil in der
iiblichen Weise im Autoklav. Nach dem Abkiihlen des Filters setzt
man es in Betrieb. Bei den Seitzfiltern kann statt Vakuum (Abb. 18)
auch komprimierte Luft als treibende Kraft Verwendung finden (s.
Abb.19). Seitzfilter sind von Fa. Leitz, Berlin NW 6, Luisenstr. 45
oder P. ALTMANN, Berlin NW, Luisenstr. 47 erhaltlich.

Abb. 19

Sollen die filtrierten Nahrboden oder Néahrbodenzusitze langere
Zeit aufbewahrt werden, so bedeutet die Uberfiihrung der Fliissig-
keit aus dem Aufsauggefaf in die keimfreie Vorratsflasche immer
eine Gefahr bakterieller Verunreinigung, da auch einzelne Luft-
keime schon in kurzer Zeit den Nahrboden verderben. Sicherer ist
daher, das Filtrat sofort in die Vorratsflasche einlaufen zu lassen.
Wegen der Druckbeanspruchung sind nur einwandfreie starke Roll-
flaschen, am besten mit Glasstopsel zu verwenden, die trocken
sterilisiert werden; der Stopsel ist hierbei zuvor in Papier ein-
zuwickeln. Zur Verbindung von Filter, Vorratsflasche und Saug-
pumpe wird ein passender Gummistopfen doppelt durchbohrt und
mit einem ldngeren und einem kiirzeren Glas- oder Metallrohr ver-
sehen. Das lange Rohr (beiderseits 5 cm) wird mit dem Filterrohr
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durch Druckschlauch verbunden, das kurze Rohr an die Saug-
pumpe angeschlossen.

Vor Verwendung ist Filter und Gummistopfen zu vereinigen
und am besten nach Einspannen in ein kleines Stativ im Dampf-
topf zu sterilisieren.

Da doppelt durchbohrte Gummistopfen bei der Vakuumfiltra-
tion trotz festen Andriickens an die Wande des Flaschenhalses
leicht AuBenluft durchlassen, mit der auch Luftkeime eindringen
kénnen, ist das bei Fa. ALTMANN beziehbare Doppelrohr zur Ver-
wendung zu empfehlen, bei dem gewissermaflen das Filterrohr als
Seelenachse in das Absaugrohr hineingelegt ist.

Aufbewahrung filtrierter Nihrfliissigkeit. Wegen der Gefahr der
Verunreinigung sind Flaschenhals und -stépsel mit einer Papier-
kappe zu verschliefen. Da Licht und Wérme den Ndhrboden sché-
digen, wird er am besten im Eisschranke aufbewahrt.

Zur besseren Konservierung koénnen Serum und Ascitesfliissig-
keit etwa 10—20 ccm Chloroform pro Liter zugesetzt werden. Der
Inhalt des Gefifles ist dann kraftig durchzuschiitteln.

Membran-, Cella- und Ultrafeinfilter. Neben dem Seitzfilter
verdient das Membran-, Cella- und Ultrafeinfilter mit der Membran-
schicht von ZsiGMONDY-BACHMANN und der Cellaschicht nach
KraTz erwihnt zu werden. Das Prinzip ist insofern das gleiche wie
beim Seitzfilter, als auch hier die Filterschichtenin ein Filtergehéuse
aus Hartgummi, Glas, Porzellan oder Metall eingespannt und durch
Verschraubung fixiert werden. Fiir bakteriologische Arbeiten hat
die Membranschicht u. a. den Vorteil, dal der Riickstand, Bak-
terienmasse usw., nach der Filtration von der Schicht fiir weitere
Verarbeitung leicht abzutrennen .3t, wihrend die Masse von den
Kieselgurkerzen und Seitzschichten gréfitenteils adsorbiert wird.
Ein weiterer Vorteil der genannten Filter ist der, daB die Schichten
nach dem Gebrauch regeneriert und wieder benutzt werden kénnen.
Hebt man die Filterschicht in desinfizierenden Losungen auf, so ist
fir die keimfreie Filtration nur das Filtergehduse zu sterilisieren.
Als dynamische Kraft benutzt man bei der Filtration das durch
die Ol- oder Wasserstrahlpumpe erzeugte Vakuum oder PreBluft.

Die Filter einschlieBlich der Gehéuse usw. werden von der
Membranfiltergesellschaft m. b. H., Géttingen, Fabrikweg 2 ver-
trieben und sind in jeder praktischen Grofe und fir jeden Zweck
in entsprechender Porenweite zu haben.

Attz-Hettche, Nihrboden und Farben. 3
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Da genaue Gebrauchsanweisung jedem Filter beigegeben wird,
kann hier auf Einzelheiten verzichtet werden.

b) Filtration der Nihrbéden durch gewohnliche Filter.

Nihrlosungen weisen je nach ihrer Art und Zusammensetzung
nach Fertigstellung eine mehr oder weniger starke Triibung auf, die
auf das Bakterienwachstum wohl keinen EinfluB hat, seine Er-
kennung jedoch erschwert oder unmoglich macht. Es ist daher
notwendig, die Nahrlosungen zu filtrieren und zu kléren.

Zur Filtration verwendet man meist die leicht selbst herzu-
stellenden Faltenfilter aus kriftigem, weilem Filterpapier. Sie
diirfen den Rand des Trichters nicht iiberragen. Um ein Reiflen
der (auch schon bei Herstellung des Filters vorsichtig zu behan-
delnden) Spitze zu verhiiten, kann in den Trichter eine Stiitze aus
Porzellan, Draht- oder Mullgaze eingelegt werden.

Es ist wohl meistens notwendig, da3 man Néahrbouillon mehr-
mals filtriert, um sie klar zu bekommen. Hierbei wechselt man die
Papierfilter nicht (sofern sie ganz bleiben), weil mit jedesmaligem
Filtrieren die Poren immer dichter werden und deshalb die Losung
klarer wird.

Agarndahrboden erstarren schnell bei Zimmertemperatur; sie
miissen im Dampftopf oder Autoklav filtriert werden. Zur Fil-
tration verwendet man Faltenfilter, die wie bei der Bouillonfil-
tration zu stiitzen sind, oder nicht entfettete Watte, die so in den
Trichter zu legen ist, da nichts iiber den Rand des Trichters
hinausragt; dann driickt man den Rand der Watte durch einen
entsprechend konstruierten Filterring fest. Der Apparat wird nun
in den Dampftopf bzw. in den Autoklav gestellt, der Nahrboden
vorsichtig hineingegeben und der Sterilisator geheizt. Zur Stiitzung
der Watte kann eine durchlochte Porzellanscheibe in den Trichter
gelegt werden. Nimmt man die Filtration bei 0,5—1,0 at Uber-
druck vor, so kann der Nahrboden gleichzeitig von Sporenbildnern
befreit werden.

Es gibt auch eine ganze Reihe von Filtrierapparaten, Trichter
mitWarmwassernutschen, die geheizt werden konnen ; ferner Filtrier-
trichter, die an Dampfdruckleitungen angeschlossen werden konnen.
Sie sind fiir mittlere und selbst groBere Laboratorien entbehrlich.

Die Nahrgelatine kann bei Zimmertemperatur filtriert werden.
Man kommt aber schneller zum Ziel, wenn man sie im Dampftopf
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filtriert. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dal die Gelatine durch
lange Warmeeinwirkung ihre Gelierfahigkeit einbiilen kann. Man
wird den Dampftopf also nicht wahrend der ganzen Filtrations-
dauer heizen. Ferner ist im Interesse der sicheren Sterilitit ge-
boten, die Filter fiir die Gelatine zuerst gut zu sterilisieren.

Bei Eierndhrboden fiir Tbe. usw. wird vielfach vorgeschrieben,
diese durch sterile Mullgaze zu filtrieren. Man schneidet sich hierzu
ein entsprechend grofles Stiick zu, sterilisiert es zusammen mit dem
Trichter und Kolben im Dampftopf und filtriert dann wie durch
ein Papierfilter. Die Zipfel der Gaze kann man durch einen Deckel
auf den Trichterrand fixieren.

b. Klirung von Nihrbiéden.

Vielfach treten bei den Nahrlosungen durch Tritbungen kolloi-
dale Stoffe auf, die durch Filtration nicht abgetrennt werden kon-
nen. In solchen Fillen niitzt meistens eine Klarung durch Eiweil.
Hierzu 146t man den Nahrboden auf 50° abkiihlen, gibt pro 1—21
Néhrboden 1 Eierklar, das man mit etwa der gleichen Menge kal-
tem Wasser verdiinnt und zu Schaum schligt, hinzu, kocht auf
und filtriert das Eiweillgerinsel, das die triibenden Bestandteile
aufgenommen hat, ab. Nach diesem Verfahren ist der Gelatine-
nahrboden stets zu kldren, bei Agar- und Bouillonndhrbdden ist
es nur von Fall zu Fall notwendig. Bei den letzteren beiden ist es
angebracht, die Klirung erst an einer kleinen Menge (etwa 50 ccm)
zu versuchen, weil es vorkommen kann, dafl durch dieses Verfahren
das Gegenteil erreicht wird. Statt einer Klirung mit Hiithnereiweil3
wird auch eine solche durch Blutserum empfohlen. 50—60 ccm
Blutserum entsprechen dem EiweiBgehalt von einem Eiweil} (etwa
8g Trockeneiweifl) und sind fiir 11 Néhrboden ausreichend. Die
Klirung erfolgt wie mit Eierklar.

Ferner kann die Klidrung mittels Trockeneiweil vorgenommen
werden. 8g EiweiBpulver wird mit der 10fachen Menge aqua dest.
in der Reibschale verrieben und geniigt fiirr 11 Nahrboden.

Auch Tierkohle und Bolus alba werden zur Klirung empfohlen.
Die Bouillon wird pro Liter mit 10g Tierkohle versetzt, durchge-
schiittelt und nach einigen Stunden klar filtriert. Agar muf3 mit
der Tierkohle aufgekocht werden. Mit Bolus alba klirt man da-
durch, dal man 5g pro Liter der siedenden Néihrlosung hinzusetzt,
dann einige Minuten kocht und klar filtriert.

3*
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Mit Ausnahme von Gelatine kann man in der Regel ohne Kléar-
mittel auskommen, wenn man geeignetes Pepton benutzt (s. Pep-
tonarten). Wo die Bouillon kolloidale Tribung aufweist, sterilisiert
man sie im Autoklav, 148t sie 24 Std. absetzen, nimmt von oben
die klare Néahrlosung ab und filtriert den Bodensatz durch ein
Papierfilter mehrere Male; wird sie nicht klar, dann filtriert man
sie durch ein Seitzfilter.

Kolloidale Tribungen beim Agar schaden nur wenig. Kommt
es zu Ausflockungen, so ist zu filtrieren.

6. Abfiillen von Nihrboden.

Zum Abfiillen von Néhrbéden werden von der Technik Appa-
rate der verschiedensten Systeme angeboten. Da die Bedienungs-
vorschriften beigegeben sind, braucht auf sie hier nicht naher
eingegangen zu werden. Ein einfacher Ab-
filllapparat 1aBt sich leicht selbst herstellen:
Ein Glasrohr vom Durchmesser des Trich-
terauslaufs wird in der Flamme ausgezogen
und die Offnung der Spitze nach Abschneiden
rund geschmolzen. Rohr und Trichter wer-
den sodann durch einen mit Quetschhahn
versehenen Schlauch verbunden (s. Abb. 20).
Nach Filllung des Trichters und Auflegen
eines Deckels (Drigalskischale) kann mit der
Abfiillung begonnen werden. Ein Abmessen
der Fliissigkeit ist hierbei nicht moglich, aber
auch hiufig nicht notwendig. Wo die Mengen
abgemessen werden miissen, nimmt man Bii-
retten oder man unterteilt ein Glasrohr von

Abb 20. entsprechender Lange und Weite. Wird die

Abfiillung einer bestimmten Fliissigkeitsmen-

ge verlangt, so bedeutet fiir grole Mengen der Kippautomat ! eine

wesentliche Zeitersparnis. Die Bouillon wird in eine Flasche mit

Auslauftubus gefiillt und von letzterem aus durch einen Schlauch

in den Kippautomat geleitet. Es konnen so 3, 5 und 10 ccm ab-
gefiillt werden.

Hat man Néahrboden abzufiillen, die nicht mehr erhitzt werden
diirfen (Serum-, Ascites-Niahrboden), so muB die Abfillvorrichtung

1 Zu beziehen von ,,Fukoma®. Paul Funke, Berlin N 4.
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vorher sterilisiert werden. Bei den Néahrlosungen, die nachsterili-
siert werden konnen, ist es notwendig, daB die Abfillvorrichtungen
vor und nach der Benutzung mit heilem Wasser griindlich durch-
gespiilt werden.

Beim Abfillen ist darauf zu achten, daf3 der obere Rand des
Rohrchens, Kolbchens u.dgl. nicht benetzt wird, weil sonst die Watte-
stopfen mit dem Gefill verkleben. Bei Lofflerserum, Eiernihr-
boden, Ascites- und Serumschragagar ist Blasenbildung beim Ab-
fillen streng zu vermeiden, da sonst beim Erstarren keine glatte
Ausstrichfliche entsteht.

Rohrchen fiir Schrigagar befiillt man mit ca. 7ccm. Nach dem
Schraglegen des Rohrchens muf3 der Nahrboden unten eine kleine
Kuppe bilden und oben bis auf etwa 2—3 cm an den Stopfen heran-
reichen. Agar, der zu Gufiplatten bestimmt ist, wird in Mengen zu
etwa 18ccm abgefiillt. Bouillon ist im allgemeinen zu 8—10ccm
abzufiillen ; bei teuren Nahrboden geniigt auch weniger.

Sofern Nahrboden auf Kolben abgefiillt werden, ist die Menge
dem Verbrauch anzupassen. Zum Vergieflen in Platten eignen sich
nur Kolben bis zu 11. Wo die Zahl der auf einmal zu gieBenden
Platten klein ist, nimmt man nur kleine Kolbchen. Es sei besonders
darauf hingewiesen, dal Nahrboden um so bessere Wachstums-
bedingungen schaffen, je frischer sie sind. Die Nahrbéden miissen
nach Abfiillung an einem gegen Staub und Licht geschiitzten,
trockenen und kithlen Ort aufgehoben werden.

7. Vorbereitung der Glassachen.

Neue Glassachen diirfen, abgesehen vom ,,Jenaer Glas‘‘, nicht
ohne weiteres in Gebrauch genommen werden; sie geben bei Er-
wéarmung an die Nahrboden Alkali ab. Da hierdurch der PH-Wert
wesentliche Anderung erfahren kann, sind solche Glassachen zuvorin
verdiinnter Salzsédure auszukochen und dann griindlich zu wéssern.

Alte Glassachen sind nach erfolgter Desinfektion griindlich zu
reinigen. Stark verschmutzte Glassachen, die durch Waschen allein
nicht sauber werden, kann man in Bichromat-Schwefelsdure reini-
gen. Man gibt in die rohe arsenfreie Schwefelsdure soviel fein
pulverisiertes Kaliumbichromat (oder das billigere Natriumsalz)
hinein, daf} auf dem Boden des Gefifles eine diinne Schicht bleibt.
In diese Losung werden die Glassachen gelegt und nach mehreren
Stunden mit einer eisernen Tiegelzange, deren Spitzen mit Gummi-
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schlauch liberzogen sind, herausgenommen und grindlich gewéassert.
Am sichersten geht man, wenn die Glassachen nach dem Wissern
noch mit einer verdinnten Ammoniaklosung und Wasser nach-
gespiilt werden.

Beim Arbeiten mit Schwefelsdure ist &uBersteVorsicht am Platze,
weil kleinste Spritzer die Haut verdtzen und die Kleider zerstoren.

Unter Umstédnden kann man verschmutzte Rohrchen u.dgl.
auch in schwacher NaOH-Losung auskochen. Danach ist griind-
liches Wassern und Auskochen in schwacher Saurelosung mit
darauffolgendem Wassern notwendig.

Glassachen, die fiir subtile chemische Reaktionen Verwendung
finden sollen, werden nach der iiblichen Reinigung noch ausge-
dampft. Hierzu stellt man sich einen Apparat folgendermaBen her:
Man befiillt einen 2-1-Stehkolben aus Jenaer
Glas etwas iiber die Hélfte mit Aqua dest.,
dem man bis zur deutlichen Dunkelfdrbung
Kaliumpermanganat zusetzt. In den Hals
des Kolbens bringt man einen Emaille- oder
Glastrichter (Abb. 21) mit groBkalibrigem
Auslauftubus so hinein, daf ein Gummi-
stopfen mit entsprechender Bohrung zwi-
schen Trichtertubus und Kolbenhals einen
luftdichten Abschluf} bildet. In den Trich-
tertubus bringt man einen zweiten Gummni-
stopfen hinein, der mit zwei Bohrungen
versehen ist. In eine der Bohrungen steckt
man ein Glas- oder Metallrohr, das oben mit
dem Gummistopfen abschneidet und unten
bis auf ca. 1 cm tiber dem Boden des Kol-
bens endet. Es dient zum Riickflul des
Kondenswassers und auch als Sicherheits-
ventil, verhindert das Herausdriicken des
Stopfens. In die zweite Bohrung wird ein
spitz zulaufendes, mit der Spitze vertikal nach oben gerichtetes
Rohrchen geschoben, das mit dem unteren Ende des Gummi-
stopfens abschneidet. Wird nun das H,0 mit dem Kal. permang.
zum Sieden gebracht, so stromt Dampf durch das zweite Rohr-
chen. Auf die Spitze des Réhrchens konnen die auszudémpfenden
Glassachen: Rohrchen, Kolbchen, Flaschen, Pipetten u. dgl. ge-
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bracht werden. Die Ausdampfdauer betragt fiir Reagenzréhrchen
2—3 Min., fiir grofere GefaBe entsprechend linger.

Die zur Aufnahme von Néhrboden dienenden Rohrchen und
Kolben werden mit Stopfen aus nicht entfetteter Watte versehen.
An einem Wattebausch entsprechender Grofle werden die dufleren
Fasern nach innen gelegt und dann der Stopfen durch Rechts-
drehung geformt. Der Stopfen mufl so fest sitzen, da3 z. B. be-
fiillte Rohrchen daran gehalten werden kénnen. Die Réhrchen sind
vor der Beschickung trocken zu sterilisieren.

Verwendung von Wasser fiir Nihrboden. Da das Wasser men-
genmiBig den Hauptbestandteilder Nahrboden bildet, ist ihm beider
Niahrbodenherstellung eine gewisse Aufmerksamkeit zuzuwenden.

Im allgemeinen ist fiir Néhrboden das Leitungs- oder Brunnen-
wasser anwendbar. Zu fordern ist allerdings, daf es frei von wachs-
tumhemmenden Beimengungen ist: Wasser, das Metallsalze, freie
Kohlensdaure oder groBere Chlormengen enthilt, ist, obwohl als
Trinkwasser gut geeignet, fiir Ndhrboden unbrauchbar. In man-
chen Fillen, wo Bakterienkulturen trotz vorschriftsmaBiger Zu-
sammensetzung und Herstellung des Nahrbodens versagen, wird
man im Wasser die Fehlerquelle finden. Insolchen Féillen mufl man
Aqua dest. verwenden, obwohl es den Betrieb verteuert.

Zur Herstellung komplizierter oder synthetischer Nahrboden
kann stets nur destilliertes Wasser Verwendung finden.

II. Nihrbodengrundlagen.

1. Fleischextraktstoffe.

Als Ausgangsmaterial fiir eiwei3- bzw. albumosenhaltige Nahr-
béden ist mit wenigen Ausnahmen Fleischsaft, eine Abkochung aus
Fleisch, Fleischextrakt, FleischeiweiBabbauprodukte (Hottinger-
briihe), unter Umsténden Malzextrakt, Blutmehl, Fleischmehl und
dhnliches zu nennen.

Fleischsaft aus Tierfleisch (Fleischdekokt). Den Fleischsaft oder
auch Fleischwasser gewinnt man so, daB man 500g fett- und seh-
nenfreies Muskelfleisch fein zerschneidet, oder durch die Hack-
maschine dreht, mit 11 etwa 50° warmen Wassers iibergief3t, ein
bis mehrere Stunden ziehen 148t, dann 1 Std. (bei groeren Mengen
linger) im Dampftopf kocht und filtriert. Das Fleisch kann vom
Rind oder Pferd sein. Zu beriicksichtigen ist, da Pferdefleisch
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verhaltnismaBig viel Glukose (Traubenzucker) enthilt, was sich
im Agarhochschichtréhrchen fiir Anaerobier durch Gasbildung bei
der Bebriitung unangenehm bemerkbar macht. Zur Aufbewahrung
wird der Fleischsaft in Kolben oder Flaschen abgefiillt, die mit
Watteverschluf3 versehen im Autoklav sterilisiert werden.

Fleischsaft aus Placenten. Wo Entbindungsanstalten am Ort
sind, kann der Betrieb durch Benutzung von Placenten (Nach-
geburten) verbilligt werden. Die Placenten werden von den Sehnen
und Héuten befreit. Das zottige Bindegewebe wird zerkleinert, ge-
wogen und wie unter ,,Fleischsaft aus Tierfleisch angegeben, wei -
ter verarbeitet. Néhrboden aus Placentenfleischsaft sind fiir viele
Kulturen besonders gut geeignet. Natiirlich sind nur Placenten
brauchbar, die noch nicht in desinfizierenden Losungen gelegen
haben.

Fleischsaft aus Stierhoden. Die Stierhoden werden aufge-
schnitten, das schwammige Driisengewebe wird ausgeschabt, ge-
wogen und wie anderes Muskelfleisch verarbeitet.

Fleischextrakt als Ersatz fiir Fleischsaft. Aus Griinden der
Zeitersparnis, oder auch dort, wo die Fleischbeschaffung Schwierig-
keiten macht, kann statt des Fleischsaftes Liebigs Fleischextrakt
Verwendung finden. Man 16st 10g Fleischextrakt in 11 Wasser.

Die Liebig-Gesellschaft G.m.b.H., K6ln a.Rh. liefert einen fiir
Laboratoriumszwecke speziell hergestellten Fleischextrakt unter
dem Namen Lab-Lemko.

Gekornter Maggi als Fleischwasserersatz. Statt des fliissigen
Fleischextraktes kann auch gekérnter Maggi als Nahrbodengrund-
lage dienen. Die Herstellung ist wie bei Fleischextrakt, nur ist bei
der Nahrbodenzubereitung statt der iiblichen 0,5 % NaCl nur 0,3 %
zu verwenden, weil Maggi schon gesalzen ist.

Die Verdauungsbriihe nach HorrINGER. Beider Herstellung von
Fleischsaft wird auch dasfein zerkleinerte Fleisch besondersin bezug
auf seinen KiweiBlgehalt, nur zu einem geringen Teil ausgenutzt.

Um die Ausbeute zu steigern, setzt HoTrTiNGER dem Fleisch
Pankreatin zu. Durch das Ferment der Bauchspeicheldriise wird
das Eiweill zu wasserloslichen Aminoséuren abgebaut und so eine
grofere Menge von Fleischextraktstoffen erhalten. Wegen der er-
zielten Ersparnis ist das Verfahren bei der Verwendung groBerer
Nihrbodenmengen zu empfehlen.

5 kg fett- und sehnenfreies, gemahlenes Muskelfleisch vom
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Pferd oder Rind wird mit 7,5 1 heilem Wasser verrithrt und soviel
Sodalosung zugegeben, dafl mit Lackmuspapier deutlich alkalische
Reaktion durch Blaufirbung nachweisbar ist. Dann wird ca. 10 Min.
unter hdufigem Durchriihren (um Ballungen zu vermeiden) ge-
kocht und nochmals die Reaktion geprift (Pankreatin verdaut nur
bei alkalischer Reaktion). Das ganze wird auf 40° abgekiihlt und
mit 15g Pancreatinum absolutum activum versetzt. Nach gutem
Durchrithren wird die Masse in eine weithalsige Flasche gebracht,
die so groB sein muf, dafl sie nur etwa zu 2/,—3/, gefillt ist, weil
die Verdauungsbrithe durchgeschiittelt wird. Zur Vermeidung von
Fiulnis setzt man ca. 200ccm Chloroform hinzu, das durch kriftiges
Schiitteln in der Briihe verteilt wird. Das Gefa wird nach Ver-
schlufl mit einem durchlochten Kork- oder Gummistopfen (die
Durchlochung dient zur Entgasung der Flasche) in den Brut-
schrank gestellt und bleibt zwei Tage zwecks Verdauung stehen.
In dieser Zeit ist es tiglich mehrmals durchzuschiitteln. Beim
Durchschiitteln legt man einen Lappen iiber den Stopfen, um den
AbfluB8 von Nahrbriihe zu verhindern.

Die Verdauung kann auch bei Zimmertemperatur erfolgen,
dauvert dann aber 5—7 Tage.

AuBerlich ist der Grad der Verdauung an dem Zerfall der Fleisch-
partikelchen sichtbar. Den giinstigsten Zeitpunkt fiir die Unter-
brechung der Verdauung erkennt man durch die Tryptophan-
reaktion (s. unten), bei derem positiven Ausfall die Verdauung
unterbrochen werden mufl, weil ein weiterer Eiweiabbau die
Brithe qualitativ mindert.

Zur Unterbrechung der Verdauung fiigt man der Briihe soviel
Salzsdure hinzu, daB blaues Lackmuspapier deutlich rot wird.
Nach Salzséurezugabe erfolgt gutes Durchschiitteln. Die Briihe
kann jetzt aufgehoben oder gleich filtriert werden.

Die Filtration erfolgt durch Faltenfilter. Man hebert oder de-
kantiert die Flissigkeit ab und bringt sie auf mehrere Filter. Den
Bodensatz verdiinnt man mit der gleichen Menge lauwarmen Was-
sers, schiuttelt durch und filtriert in gleicher Weise. Das Filtrat
halt sich dank seines Chloroformgehaltes in der Regel ohne Sterili-
sation, wenn die Trichter und die Vorratsgefafe zuvor mit heiflem
Wasser griindlich gesdubert wurden.

Der Nahrwert der Hottinger-Briihe ist von der Qualitidt des
Fleisches und anderen Faktoren abhingig. Will man sie ohne
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Peptonzusatz fiir Kulturzwecke verwenden, so ist die Bestimmung
der optimalen Verdinnung notwendig. In einer Reihe von Rohr-
chen werden Verdinnungen von 1:5, 1:10, 1:15usw. bis 1 :30
hergestellt. Bei der Herstellung der Verdiinnungen ist die Konzen-
tration der Salze, die der Brithe zugegeben werden miissen, ent-
sprechend zu beriicksichtigen und dem Verdiinnungswasser 29,
der unten beschriebenen Salzlosung zuzugeben. Die Rohrchen, die
entsprechend bezeichnet werden, sind nach der Sterilisation mit an-
spruchsvollen Bakterien zu beimpfen. Das Rohrchen, in dem nach
24 stindiger Bebriitungsdauer das beste Wachstum sichtbar ist,
gibt die Konzentration an, in der die Briihe zu verwenden ist.

Im allgemeinen verdiinnt man die nach obigen Angaben fil-
trierte Brithe zur Herstellung von Néahrboden auf das 5fache und
setzt 1% Pepton zu.

Die Hottinger-Briihe ist im Verhéaltnis zum Fleischsaft reich an
Eiweifabbaustoffen, dagegen arm an Mineralsalzen. Es ist daher
notwendig, bei ihrer Verwendung neben Kochsalz noch Phosphate
und Magnesiumsalze hinzuzufiigen. Man stellt sich zweckméaBig
eine gesdttigte willirige Viehsalzlosung her, der man nach Fil-
tration 5% Dikaliumphosphat (K,HPO,) hinzusetzt. Zur Auf-
losung wird erwarmt; die Losung kann nach Filtration verschlossen
vorritig gehalten werden. Bei der Herstellung von Néhrboden gibt
man jeweils zu 11 Néahrboden 20 ccm Losung hinzu. Ein so her-
gestellter Ndahrboden hat die notwendige Salzkonzentration.

Wahrend der Verdauungszeit der Briihe kann es vorkommen,
dafl sich infolge ungeniigenden Durchschiittelns mit Chloroform
gewisse Faulnisbakterien vermehren. Es entwickeln sich dann
Gase, insbesondere Schwefelwasserstoff, durch die dann Fleisch-
partikelchen an die Oberfliche dringen. Der Faulnisprozefl wird
unterbrochen, wenn man der Briihe Toluol zugibt, das infolge
seines geringen spezifischen Gewichts von oben desinfizierend wirkt.

Bei der Verarbeitung der Brithe zu Néahrboden darf natiirlich
kein Chloroform zuriickbleiben. Man vertreibt es dadurch, daB
man die Briihe im offenen Topf 15 Min. lang kocht. Da das CHCl,
einen Siedepunkt von 60° hat, verfliegt es in dieser Zeit.

Zur Vornahme der Tryptophanreaktion werden bendotigt:
1. 10proz. Salzsiure, aus der 25 proz. Salzsiure ,,D.A.B.6‘ durch
Verdiinnen herzustellen. 2. WiBirige geséttigte Bromlosung, die
erhalten wird durch kriftiges Schiitteln von reinem Brom mit
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Aqua dest. in einer Glasstopselflasche, wobei ein ungeléster Rest:
Brom zuriickbleiben mu8.

Zur Anstellung der Reaktion werden 10—20ccm der Briihe
filtriert und das Filtrat mit 10 proz. Salzsdure bis zur deutlich
sauren Reaktion (Lackmusprobe) angesduert. Von dem angesiuer-
ten Filtrat gibt man in zwei Reagensrohrchen je 1—2cem und setzt
dem einen Rohrchen tropfenweise Bromwasser hinzu. Tritt nach
Zusatz einiger Tropfen ein rotlicher Farbton auf, so ist Tryptophan
vorhanden. Die Verdauung kann dann wie oben angegeben unter-
brochen werden ; andernfalls ist sie weiter fortzusetzen. Das zweite
Rohrchen dient zum Vergleich der Farben.

Wo die Verdauung auffallend lange dauert, ist die Reaktion
der Briihe zu priifen und evtl. nachzualkalisieren. Weiterhin be-
steht die Moglichkeit, daf das Pankreatin durch zu langes Lagern
seine Wirksamkeit verloren hat. Es ist dann frisches Pankreatin
zuzufiigen.

2. Ersatzstoffe fiir Fleischsaft.

Als Ausgangsmaterial fiir Nahrboden im Sinne eines Ersatzes
fiir Fleischsaft usw. kann auch Fleischmehl, Blutmehl, Kasein,
Sojabohnenmehl, ferner Malzextrakt Verwendung finden. Fir
anspruchsvolle Bakterien geniigen diese FErsatzstoffe vielfach
nicht. Wo sie Anwendung finden, werden davon in der Regel 10 g
auf 11 Nahrboden genommen. Ihre Verarbeitung findet ent-
sprechend der des gekornten Maggis mit Zusatz von 0,5 % Koch-
salz statt.

Kaseinagar. Zur Herstellung braucht man trypsinverdautes
Kasein. Hierzu rithrt man 800g pulverisiertes Kasein (fiir Genuf-
zwecke, MERCK) mit 81 Leitungswasser an und kocht es unter
standigem Umriihren auf; dann hilt man die Mischung auf 90 bis
100° und setzt nach und nach soviel 20proz. NaOH hinzu, bis die
Phenolphthaleinprobe deutlich Rotfirbung zeigt (PH = 8,6—9,0).
Fiir die obige Menge sind ca. 220 ccm dieser Lauge notwendig.
Bleibt die Reaktion nach der letzten Laugezugabe 10 Min. kon-
stant, so wird die Beheizung abgestellt.

Durch das NaOH wird das Kasein gelost. Die schwach durch-
sichtige, dickfliissige Lésung wird auf 37° abgekiihlt und in eine
groBe Flasche gegossen; dann werden 4g Pankreatin ,,Rhenania“
und 60cem Chloroform zugesetzt. Die Flasche verschlie3t man mit
einem Korkstopfen und stellt sie nach griindlichem Durchschiitteln
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in den 37°-Brutschrank. Inden ersten 3—4 Tagen wird die Flasche
taglich wiederholt kraftig durchgeschiittelt. Die anfangs durchweg
tritbe Fliissigkeit hellt sich allméhlich zu einer klaren, stark gelb
gefirbten Losung auf. Wihrend der Verdauungszeit ist die Re-
aktion 6fter zu priifen und nétigenfalls durch NaOH-Zusatz zu
korrigieren. Die Verdauung erfolgt am schnellsten bei einer PH
von 7,8—8,0. Wenn der Bodensatz, der wihrend der Verdauung
abnimmt, nur noch die Halfte des Volumens ausmacht (was unter
normalen Bedingungen in einer Woche erreicht ist), wird die Ver-
dauung durch Zusatz von Salzsdure unterbrochen: 160 ccm HCI
DAB6 wird auf das 6fache mit Wasser verdiinnt und zur Kasein-
brithe gegeben. Die Fliissigkeit wird einen Tag in den Brutschrank
gestellt und dann durch einen Faltenfilter klar filtriert. Diese
Stammlésung ist unbegrenzt haltbar.

Zur Herstellung des Nahrbodens wird eine entsprechende Menge
Stammlésung zur Vertreibung des Chloroforms 3 Min. gekocht und
mit NaOH auf PH 7,7 eingestellt. Die hierfiir notwendige Menge
kann fiir weitere Darstellungen auf der Flasche vermerkt werden.
Dann wird 1 Teil Stammlésung mit 5 Teilen Leitungswasser ver-
diinnt, 2—3 % Fadenagar zugefiigt und ohne weitere Zusitze der
Kaseinagar hergestellt, der in der iiblichen Weise im Autoklav
sterilisiert wird.

Sojamehl als Ersatz fiir Fleisch. Nach KauscH und WEISz ist
Sojabohnenmehl ein vollwertiger Ersatz des Niahrbodenfleisches.

120g Sojabohnenmehl werden in 31 Leitungswasser verriithrt
und bleiben unter haufigem Schiitteln (3—4mal am Tage) 2 Tage
stehen. Am 3. Tage wird der Kolben nach kriftigem Durchschiit-
teln 30 Min. im Dampftopf sterilisiert und der Inhalt durch ein an-
gefeuchtetes Leinentuch filtriert.

Das Filtrat wird mit 0,4% Kochsalz versetzt, und kann ohne
Peptonzusatz als flissiger Néhrboden verwandt werden.

Der aus Sojamehl gewonnene Néahrboden wird allgemein auf
PH 7,4—7.,6 eingestellt. Fiir den Claubergschen Nihrboden stellt
man die PH-Zahl auf 7,4—7,5 ein, fiir Endo und Drigalsky auf
7,6—7.8.

Fir den Claubergschen Nahrboden ist statt des 4proz. ein
3proz. Mehlabsud am giinstigsten.

Der Nahrboden hat den Vorzug groBter Billigkeit.

1 Zbl. Bakter. I, Orig.-Bd. 133, S. 124,



Peptone. 45

3. Peptone.

Bei der Verdauung des Eiweil im Magen entstehen durch die
Wirkung der Pepsinsalzsiure die Peptone und Albumosen. Beide
unterscheiden sich vom Eiweil dadurch, daf} sie durch Kochen nicht
mehr denaturiert und ausgeflockt werden. Da sie die Bestandteile
des Eiweil3 enthalten, kénnen sie als Nahrbodengrund- oder Zu-
satzstoff dienen. Zur Verwendung kommen vorwiegend die durch
Umféallung leichter zu reinigendeu Peptone.

Die im Handel befindlichen, fiir bakteriologische Zwecke ge-
brauchlichen Peptonsorten sind durch kurzes Verdauen mit Pep-
sinsalzséure aus Eiweil}, Fibrin, Fleisch u.a.m. hergestellt. Die be-
kanntesten Trockenpeptone sind : Pepton Witte, Peptonum siccum
Merk, Pepton e carne Merck; Pepton Knoll und das franzdsische
Pepton Chapoteau. In neuerer Zeit wird mit gutem Erfolg auch
das flissige Pepton G.f. 8. (frither Gesellschaft fiir Seuchenbekamp-
fung, jetzt Veterinaria G.m.b. H., Frankfurt a.M.) angewandt.

Obwohl die Peptone wasserloslich sind, wird die zuweilen vor-
kommende kolloidale Tritbung der Nahrboden nach der Filtration
durch sie verursacht. Diese Eigenschaft kommt dem Pepton e
carne Merck und dem Pepton G.£.S. nicht zu. Weniger grof} ist die
Gefahr der Triibung, wenn man dem Néahrboden beim Kochen ein
wenig Gelatine (etwa 1g auf 11) zusetzt. Pepton e carne Merck und
Pepton Knoll geben den Nahrboden dunkle Farbung. Fliissige Pep-
tone kénnen nach ccm abgemessen werden; statt der Grammzahlen
werden entsprechende Fliissigkeitsmengen genommen. Fiir ver-
schiedene Néahrbiéden wird Bacto Pepton gebraucht, zu beziehen
von: Digestive Ferments Co., Detroit, Michigan USA 920 Henry
Street.

Selbstherstellung von Pepton aus Fibrin usw. 1kg Fibrin ; 31 Was-
ser; 12g absolutes Pepsin (Merck); 25 cem Salzséure DAB VI. Das
Fibrin aus Rinder-, Hammel- oder Pferdeblut wird unter flieBen-
dem warmen Wasser weiligewaschen, d.h. blutfrei gemacht und
durch einen Fleischwolf gedreht.

Inzwischen wird der kiinstliche Magensaft hergestellt, indem
man die Salzsdure zu dem Wasser zusetzt und das Pepsin hinein-
rithrt. Das zerkleinerte Fibrin wird in einen Emailletopf getan und
mit dem Pepsinsalzsduregemisch gut durchgeriihrt. Es bleibt iiber
Nacht bei Zimmertemperatur stehen. Sollte es am néchsten Tage
noch nicht vollstindig verdaut sein, so gibt man zu der Masse
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soviel Salzsdure bis Kongorotpapier deutlich gebliut wird und
setzt die Verdauung fort bis die Partikelchen vollig gelost sind.
Zum Abbrechen der Verdauung wird soviel 10proz. Sodalésung
zugegeben, bis rotes Lackmuspapier blaut. Die Masse laf3it man
dann 2 Std. stehen und filtriert durch grobporiges Filtrierpapier
oder durch Watte. Zwecks Konservierung setzt man der Pepton-
masse 1% Chloroform hinzu.

200 ccm des Fibrinpeptons entsprechen 10g Trockenpepton.
Bei Bouillonnahrbdden, die mit fliissigem Fibrinpepton hergestellt
sind, ist meistens eine Filtration durch Seitzklarschichten not-
wendig, weil sie anders schwer zu klaren sind. Nach demselben
Verfahren kann auch aus fett- und sehnenfreiem gemahlenen
Fleisch oder aus enthéutetem Stierhoden Pepton gewonnen werden.

Am billigsten ist das aus Schweinemagen hergestellte Pepton, da hierbei
der Pepsinzusatz fortfallt. Die Verdauung muB aber bei 50° erfolgen. Auch
bei der Herstellung der anderen Peptone werden die EiweiBe bei dieser
Temperatur besser und gleichméBiger abgebaut. Aus einem groSen Emaille-
topf mit Deckel, durch den ein Thermoregulator und ein Thermometer in

das Innere hineinragen, lait sich leicht ein Verdauungsapparat herstellen,
den man auch zur Herstellung der Hottingerbrithe verwenden kann.

Fiir Nahrboden kann eine Peptonart, besser aber ein Gemisch
von verschiedenen Peptonarten, Verwendung finden. Da der
Peptongehalt 4—5% betragt, wird die Briihe bei der Néhrboden-
herstellung entsprechend vier- bis fiinffach verdiinnt. Neben er-
heblicher Verbilligung des Betriebes, erreicht man durch das
selbsthergestellte Pepton hiufig ein besseres Bakterienwachstum
als bei Verwendung kiuflicher Peptone.

Anmerkung iiber Klirung: Bei Verwendung selbsthergestellter
Peptone macht die Klarfiltration der Nahrboden oft Schwierigkeiten. Ver-
wendet man die Peptonbrithe zusammen mit der Hottingerbrithe zur Agar-
herstellung, dann empfiehlt sich folgendes Verfahren: Wenn z. B. 251
2 proz. Nihragar hergestellt werden sollen, nimmt man 6% 1 Peptonbriihe,
mischt mit 5 1 Hottingerbriihe, gibt dazu 250 ccm geséttigte Viehsalzlosung
mit 5% K. HPO, und 50 ccm Alkali (400 g KOH, 300 g NaOH, 300 g Na,
CO; ad 2000 ccm Aqua dest.) kocht auf und hélt 30 Min. bei 1 at im Auto-
klav. Dann filtriert man durch Papierfilter klar (2mal durch dieselben
Filter) 500 g Fadenagar werden mit 61 Leitungswasser eingeweicht und
mit 6 ccm konzentrierter Essigsdure angesduert. Nach einigen Stunden ver-
einigt man den Agar mit dem Filtrat, gibt noch einmal 250 ccm Phosphat-
Viehsalzlosung hinzu, fiillt mit Wasser auf 251 auf, kocht auf und erhitzt
nochmals 30 Min. im Autoklav. Die weitere Verarbeitung ist dann wie iib-
lich. Die Klarfiltration des Néhrbodens macht keine Schwierigkeiten.
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Bei der Bouillonherstellung verfahrt man so, daB man die Pepton-
Hottingerbriihe mit Phosphat-Viehsalzlosung und der notwendigen Menge
Alkali versieht, dann mit Wasser auf die Gesamtmenge auffiillt, aufkocht,
45 Min. im Autoklav bei 120° hilt, dann klarfiltriert, wobei man evtl. Seitz-
Klarschichten verwendet. Nach Einstellung auf die notwendige PH sterili-
siert man die fertige Bouillon bei 110° im Autoklav nach. Die so hergestellte
Bouillon bleibt dann klar.

4. Kohlehydrate.

Die Kohlehydrate haben in der Bakteriologie weniger die Auf-
gabe als Kohlenstoff- oder Energiequelle zu dienen, sondern sie
werden vorwiegend zur Feststellung biologischer Eigenschaften
herangezogen: Durch die Garfiahigkeit an gewissen Zuckerarten
lassen sich die Bakterien unterscheiden.

Die Elemente, aus denen sich die Kohlehydrate zusammen-
setzen, sind C, H und O. Thren Namen erhalten sie auf Grund der
Tatsache, dafl die Summenformel C,(H,0), die Elemente H und O
im gleichen Verhiltnis wie im Wasser enthéalt. AuchlaBt sich durch
trockenes Erhitzen das chemisch gebundene Wasser austreiben
(Verkohlen des Zuckers und Holzes).

Die einfachsten Bausteine sind die Monosaccharide oder Mo-
nosen (z. B. Traubenzucker H,C(OH) - CH(OH) - CH(OH) - CH(OH)
-CH(OH) - CHO). Treten von diesen zwei oder drei zusammen,
so entstehen die Di- und Trisaccharide. Entstehen weitere Zu-
sammenschliisse, so spricht man von Polysacchariden.

Die Mehrzahl der Zucker ist optisch aktiv, d.h. sie vermag die
Ebene des polarisierten Lichtes zu drehen. Rechtsdrehung wird
durch Vorsetzen eines Buchstabensd—, Linksdrehung durch l—ge-
kennzeichnet. Optisch inaktive Gemische werden durch dl— be-
zeichnet.

a) Monosen. Hier werden nach der Zahl der Kohlenstoff-
atome die Pentosen von den Hexosen unterschieden. Wichtige
Pentosen sind:

Arabinose C;(H,0);, aus Gummi arabicum.

Xylose Cy(H,0);, aus Holzgummi oder Stroh.

Rhammnose C;H 05 - CH,, auch Isodulzit genannt, aus den Gelb-
beeren, Rhamnus infectoria zu erhalten.

Von Hexosen C4(H,0)¢ sind zu nennen:

d-Glukose, Traubenzucker, Dextrose in Fruchtsiften und im
Blut.
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d-Mannose durch Oxydation des Zuckeralkohols Mannit er-
halten.

d-Galaktose entsteht neben Glukose bei Spaltung des Milch-
zuckers.

Fruktose, Fruchtzucker, Laevulose in siien Friichten. Bei der
,,Inversion‘‘ des Rohrzuckers neben Dextrose erhalten.

b) Polyosen. Die wichtigsten Disaccharide C,(H,0);; sind:

Rohrzucker, Saccharose im Saft von Zuckerrohr und Zucker-
riibe: Glukose -} Fruktose.

Milchzucker, Laktose zu gewinnen aus den Molken: Glu-
kose +Galaktose.

Malzzucker, Maltose. Entsteht beim Keimen des Getreides aus
der Stirke durch das Ferment Diastase: Glukose + Glukose.

Ein Trisaccharid C,4(H,0),¢, die :

Raffinose, Melitriose kann aus Melasse isoliert werden.

Zu den Polysacchariden (CgH, ;05), - H,O gehort neben der fiir
die Bakteriologie bedeutungslosen

Zellulose (im Holz usw.) nur die

Stirke und das Glykogen (in der Leber) zu den wichtigsten Ver-
bindungen.

Aus Starke?! entsteht durch Behandlung mit verdiinnter Sal-
petersdure oder durch Kochen das Dextrin.

Bei den Zuckeralkoholen ist die endstindige Aldehydgruppe

! Herstellung von Stirkelosung. Die Herstellung von Stirkelésungen
macht oft Schwierigkeiten. Ungeeignet ist die sogenannte losliche Stirke,
weil in dieser durch die Vorbehandlung eine geringe Hydrolyse der Starke
eintritt und dabei Glukose gebildet wird, die den Versuch durch Reduktion
storen kann. Um eine chemisch reine Starkeldsung zu bekommen, verwendet
man gewohnliches Kartoffelmehl, aus dem man sich mit absolut sdurefreiem
kalten Aqua dest. eine 5proz. Stirkemilch herstellt. Nach dem Absetzen
hebert man das Wasser ab und wiederholt das Verfahren einige Mal, wobei
das Wasser mit der Stéirke gut zu schiitteln ist. Die reduzierenden Kohle-
hydrate werden dabei ausgewaschen. Die ausgewaschene Stirke mit dem
letzten Wasser erhitzt man im Autoklav auf 150—155° eine halbe Stunde
lang. Dabei geht die Stirke vollkommen in Losung iiber. Erhitzt man die
Starkemilch nur auf 132° = 2% at dann bekommt man eine Gallerte von
Amylopektin und eine Losung von Amylose. Auch die bei 5% at geldste
Stérke scheidet nach einigen Wochen wieder Stirke aus. (Bodensatz). In
dem Falle scheidet man den Bodensatz durch Filtration von der Starke-
l6sung ab und sterilisiert die Losung, um das Wachstum von Schimmel-
pilzen zu vermeiden.
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der Monosen durch die Alkoholgruppe ersetzt (CHO—CH,OH) und
die Zahl der Wasserstoffatome ist um zwei vermehrt: C¢H o(OH),.

Mamnnit, hiaufigster Zuckeralkohol, reichlich in der Manna, dem
Saft der Mannaesche enthalten kann durch Reduktion von
Traubenzucker erhalten werden.

Als Nahrbodenzusatz kommen noch die Glukoside in Frage,
die in den Pflanzen durch Synthese von Alkoholen mit Zuckern
entstehen. Arbutin: C,H,q0, aus der Béarentraube, Salicin
CsH, g0, im Weidensaft, Aesculin C, ;H,40, aus der RoBkastanie.
Diese werden durch Alkalien, Sduren oder Enzyme derart gespal-
ten, daB ein Molekiil Glukose (Traubenzucker) und ein Alkohol,
Aldehyd usw. gebildet wird.

5. Korperfliissigkeiten.

Gewinnung von Ascitesfliissigkeit. Fiir Bakterienarten, die nur
unter Zusatz von nativem (vollstdndigem, ungeronnenem) mensch-
lichen Eiwei zu den Nahrboden gedeihen (Gonokokken, Meningo-
kokken usw.) ist die Ascitesfliissigkeit die geeignete Eiweillquelle.
Ihre Gewinnung erfolgt am Krankenbette von Patienten, bei denen
infolge einer Herz-, Nieren- oder GefiaBlerkrankung Flissigkeits-
ansammlungen in den Kérperhshlen entstehen, die durch Punk-
tion abgeleitet werden. Das Punktat wird in sterilen Glasflaschen
mit eingeschliffenem Glasstépsel aufgefangen (es kann viele Liter
betragen). Um die Fliissigkeit zu konservieren, gibt man 2%
Chloroform hinzu, schiittelt griindlich durch und hebt sie im KEis-
schrank auf. Vor dem Gebrauch ist die Sterilitdit zu priifen
(1 cem Ascitesfl. in 1 Bouillonrshrchen unter sterilen Bedingungen
gebracht, wird 48 Std. bebriitet). Bei nicht sicherer Sterilitét Fil-
tration (s. Filtration, Seitzfilter).

Es ist auch angebracht die Reaktion zu priifen. Der PH-Wert
muBl in der Nahe von 7,5 liegen.

Bauchhéhlenpunktate, die deutliche Griinfirbung aufweisen,
also gallehaltig sind, eignen sich nicht fiir Pneumokokkenkulturen.

Um das Chloroform nicht in den Nihrboden einzuschleppen,
darf man die Flissigkeit vor dem Zugeben nicht schiitteln und mufl
von der oberen Hilfte abpipettieren. Will man die Fliissigkeit aus
der unteren Hilfte der Flasche verwenden (Chloroform sitzt dank
seiner spezifischen Schwere am Boden), so erwirmt man die Fliis-
sigkeit im sterilen Kolben auf 56° und hilt lingere Zeit bei dieser

Attz-Hettche, Nihrboden und Farben. 4
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Temperatur. Es sind oft Stunden dazu erforderlich. Man kann
sich auch so helfen, da man unter sterilen Kautelen den Inhalt
zweier Flaschen zusammenbringt und dann die vereinigte Fliissig-
keit einige Tage stehen lat, der obere Teil der Fliissigkeit enthéalt
sehr wenig Chloroform.

Gewinnung von humanem Serum. Serum, auch Blutserum ge-
nannt, ist die strohgelbe Flissigkeit, die sich iiber dem Blutkuchen
in einem mit Blut befillten Gefal sammelt. Diese Flissigkeit ent-
hilt etwas mehr Eiweill als Ascitesfliissigkeit und ist fiir Néahr-
boden gut brauchbar. Man gewinnt sie so, dal man bei gelegent-
lichem Aderla3 am Krankenbette Blut steril auffangt, es im hohen
Zylinder im Eisschrank 24 Std. stehen 146t, dann das Serum steril
abhebert und weiter so behandelt, wie die Ascitesflissigkeit. Aus
11 Blut lassen sich hochstens 400 ccon Serum gewinnen.

Wo eine serologische Abteilung im Hause ist, kann man Serum
von den Blutproben abnehmen, die man in einer Flasche sammelt
(Chloroform zusetzen!), dann durch Seitzfilter filtriert und fiir
Néhrboden verwendet.

Gewinnung von tierischem Serum. Wo es sich um kleine Mengen
handelt, entnimmt man bei den GrofBtieren Pferd, Rind, evtl. auch
Schaf das Blut durch Punktion der Halsvene, bei Kaninchen,
Meerschweinchen durch Herzpunktion.

Bei groBleren Mengen wird das Blut beim Schlachten der Tiere
in einem gut gesduberten, zylindrischen, emaillierten Eimer auf-
gefangen, der 1—2 Std. im Kiihlraum ungeriihrt verbleibt. Dann
schneidet man den Blutkuchen nach mehreren Richtungen kreuz-
weis durch und beschwert ihn mit einer in den Eimer passenden
Bleiplatte, die mit vielen parallel zur Achse der Platte verlaufenden
Bohrungen versehen ist. Die Bleiplatte driickt den aus Fibrin und
roten Blutkorpern bestehenden Blutkuchen zusammen; iiber der
Platte sammelt sich in etwa 48—72 Std. das abgepreBte klare
Serum, das dann sehr sauber abgehebert wird. Wihrend der gan-
zen Zeit verbleibt das Gefdl im Kiihlraum.

Das Serum, das in Flaschen abgehebert wurde, wird mit
2 Vol.-% Chloroform versetzt, gut durchgeschiittelt (!) und im Eis-
schrank aufgehoben. Fiir Lofflerserumnéihrbéden kann das so ge-
wonnene Serum in der Regel ohne weiteres verwendet werden. Soll
es zu Nahrboden zugesetzt werden, die nicht mehr sterilisiert
werden (Serum-Bouillon, Serum-Agar), so ist es wie die Ascites-
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fliissigkeit zu filtrieren (s. dort). Die Konservierung des Filtrates
erfolgt durch CHCI,, dessen bakterizide Eigenschaft, wenn auch
nicht alle Keime abtotet, so doch deren Vermehrung hindert.

Die hochsten Serumausbeuten hat man beim Pferdeblut, dessen
Herkunft (ob junge oder alte Tiere) auch von EinfluB auf die
Qualitét in physikalischer und biologischer Hinsicht ist.

Gewinnung von Blut fir Nihrboden. Das Blut kann je nach Art
des herzustellenden Nahrbodens Menschen- oder Tierblut sein. Da
das Blut nach Verlassen des Korpers ohne besondere Behandlung
nur einige Minuten fliissigbleibt, so 1lafit manes, sofern man es durch
Venenpunktion beim Mensch oder Tier entnimmt, unmittelbar in
den fertigen sterilen auf 45—50° abgekiihlten Nihrboden flieRen.
Das Gefafl mit dem Néhrboden, sofern es nicht graduiert ist, ist mit
einem Merkstrich zu versehen, um eine Dosierungsméglichkeit zu
haben. Bei Entnahme aus der Armvene des Menschen hat man an
der Einteilung der Spritze ein Maf3. Das Blut wird aus der Spritze
in den fertigen sterilen, temperierten Néahrboden gespritzt und nach
guter Verteilung je nach Bedarf bzw. Art des Nahrbodens steril auf
Rohrchen oder Platten verteilt.

Soll das Blut erst nach lingerer Zeit dem Néhrboden zugesetzt
werden, so ist seine Gerinnung durch Zusatz von Chemikalien oder
durch Defibrinieren zu verhindern.

Chemisch erreicht man es durch einen 30proz. Zusatz einer
5proz. sterilendreibasigenNatr.-Citratlosung (CH,),COH (COONa),.
Mit dieser Losung durchgeschiittelt gerinnt das Blut nicht.

Zum Defibrinieren nimmt man eine weithalsige Flasche mit
eingeschliffenem Glasstopsel (Pulverflasche), beschickt sie mit Glas-
perlen, da} der Boden wenigstens mit einer 2—3c¢m hohen Schicht
mit Perlen bedeckt ist, bringt zwischen Stépselhalswand und Glas-
stopsel einen ca. lem breiten Papierstreifen (Verhinderung einer
Verkittung der Glasflichen) und sterilisiert das in Papier gewickelte
Gefa3, dessen Volumen nach der Menge des Blutes zu bemessen ist.
Nach dem Abkiihlen fingt man das Blut steril auf und schiittelt es
intensiv etwa 20 Min. Durch das Schiitteln wird das Fibrin aus
dem Blute gefillt und schwimmt in fasrigen Flocken an der Ober-
flaiche. Die Erythrozyten setzen sich wohl nach einiger Zeit ab,
kénnen aber wieder durch Schiitteln mit dem Serum gemischt
werden.

Das Blut kann durch Zusatz von Chloroform usw. nicht kon-

4*
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serviert werden, weil sonst Himolyse eintritt. Doch kann das Blut,
wenn es steril entnommen ist, mehrere Tage im Eisschrank ge-
halten werden.

Da in groBeren Betrieben, wo viele Blutnahrboden gebraucht
werden, punktionsreife Tiere in der notwendigen Anzahl meistens
nicht vorhanden sind, mufl man sich mit Blut von Schlachttieren
behelfen. Nach Durchschnitt der Halsgefife bei Rindern oder
Pferden 1463t man das Blut einige Sekunden fortstromen, wobei die
Keime der Wundréinder abgespiilt werden. Dann fingt man das
Blut in dem mit Glasperlen beschickten Gefa auf und defibriniert
es in der vorher beschriebenen Weise. Zum sicheren Defibrinieren
darf das Gefal3 nur etwa bis zu zwei Drittel gefiillt sein.

Das von Schlachttieren gewonnene Blut ist meistens nur einige
Stunden nach Gewinnung verwendbar, weil schon einige Luft-
keime das Blut durch ihre rasche Vermehrung innerhalb 24 Std.
unbrauchbar machen.

ITI. Flissige Nihrboden.

Die Herstellung der fliissigen Nédhrboden ist einfacher und leich-
ter als die der festen. Auch das Wachstum der Bakterien ist darin
gut; sie werden nicht selten als Belebungsmittel fiir schwache
Stamme benutzt. Thr Nachteil ist der, daB sie eine Isolierung von
Keimarten unmaglich machen.

1. Allgemein gebrinchliche, fliissige Nihrhoden.

Nihrbouillon aus Fleischsaft. 11 Fleischsaft, 10 g Pepton, 5g
Kochsalz, 0,5g Soda werden bei gréBeren Mengen in einem offenen
Aluminium- oder Emailletopf, bei kleineren Mengen in einem Kol-
ben zusammengegeben und auf dem Drahtnetz (das verdampfende
Wasser ist zu ersetzen), sonst im Dampftopf eine Stunde gekocht.
Die Kochdauer rechnet von der Zeit an, in der die Losung auf-
kocht, bzw. das Thermometer am Dampftopf die Siedetempera-
tur angibt. Die Bouillon wird dann filtriert (s. Filtration), der
PH-Wert bestimmt, evtl. korrigiert. Hierzu verwendet man
Salzsdure bzw. Kali- oder Natronlauge. Der PH-Wert der gew6hn-
lichen Bouillon ist auf 7,5 einzustellen. Nach Zugabe von Siuren
oder Basen ist die Bouillon vor der endgiiltigen PH-Bestimmung
aufzukochen, um die CO, zu vertreiben. Die klare Bouillon wird
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dann zu 8ccm auf Réhrchen oder zu 50cem auf 100 cem fassende
Erlenmeyer-Kolbchen abgefiillt, die eine Stunde im Dampftopf
sterilisiert werden.

Soll die Bouillon zum spateren Abfiillen aufgehoben werden, so
fullt man sie in groflere Kolben oder Flaschen und sterilisiert sie
%—1 Std. im Autoklav.

Gepufferte Bouillon. Man stellt sie genau so her wie die ge-
wohnliche Bouillon, nur nimmt man statt 0,5 nur 0,3 % NaCl und
gibt 0,2 % K,HPO, hinzu. Zum Alkalisieren wird statt Soda NaOH
genommen. Nach den Erfahrungen von MicHAELIS ist die Soda
zum Alkalisieren ungeeignet, weil sie in der Bouillon in Natrium-
bikarbonat tibergeht.

Die Pufferung (K,HPO,-Zusatz) hat den Zweck, der Bouillon
einen konstanten PH-Wert zu geben (s. Puffer).

Die Bouillon aus Hottingers Verdauungsbriihe mit geséttigter
Viehsalzlésung und 5 proz. K,;HPO,-Zugabe (s. Verdauungsbriihe
n. H.) ist gepuffert.

Bouillon aus Liebigs Fleischextrakt (oder auch Lab-Lemko).
11 Wasser, 10g Liebigs Fleischextrakt, 5g NaCl, 0,5g Na,CO;,
10g Pepton. Die Verarbeitung erfolgt wie bei der Bouillon aus
Fleischsaft. Der flissige Liebigs Fleischextrakt wird auf Papier
abgewogen, das in dem Wasser abgespiilt wird. Auch hier kann eine
Pufferung vorgenommen werden (s. gepufferte Bouillon. PH ==17,5).

Bouillon aus gekorntem Maggi. 11 Wasser, 3g NaCl, 10g Pep-
ton, 0,56g Na,CO,, 10g gekérnten Maggi. Verarbeitung wie Bouillon
aus Liebigs Fleischextrakt, PH = 7 5.

Bouillon aus Hottingers Verdauungsbriihe. 11fertige Verdauungs-
brithe aufkochen, 15Min. kochen lassen, dann zugeben : 4 1 Wasser,
5g Na,COj; (bildet hier mit der Salzsiure NaCl+H,CO;), 5g Ka-
liumhydroxyd, 50g Pepton, 100 cem gesittigte Viehsalzlgsung mit
5% K,HPO, (und evtl. 5g Gelatine), die weitere Verarbeitung er-
folgt wie bei der Néhrbouillon aus Fleischsaft. Der PH-Wert ist
auf 7,5 einzustellen.

Bouillon fiir Streptokokken, PH 7,6—7,8. Als Ausgangsmaterial
kann Fleischsaft, Liebigs Fleischextrakt (Lab-Lemko) oder Hot-
tingerbriihe dienen. Auchdie Verarbeitung ist die gleiche, nur stellt
man die PH-Zahl auf 7,6—7,8 ein. Wo Streptokokken nicht be-
friedigend wachsen, kann man statt 1% auch 2% Pepton zugeben.
Durch Verwendung einer anderen Peptonsorte kann man die
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Bouillon heller oder dunkler als die gewdohnliche herstellen, wo-
durch sie unterscheidbar wird und vor Verwechslungen schiitzt.

2. Fliissige Nihrboden zur Ziichtung und Differenzierung

von Eiterbakterien.

Traubenzuckerbouillon. Der Traubenzucker dient hier zur Ver-
vollkommnung des Néhrbodens. In der Regel erfolgt eine 2proz.
Zugabe zur Bouillon: 2g Traubenzucker werden in etwa 10ccm
Aqua dest. durch kurzes Aufkochen gelést, mit Bouillon PH 7,5 auf
100cem aufgefiillt und im Kulturgefa3 (Rohrchen oder Kolbchen)
1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

Ascitesbouillon. Von der sterilen Ascitesfliissigkeit wird in der
Regel 1 Teil zu 9 Teilen Bouillon (PH.7,5) zugesetzt.

Wo es sich um wenige Rohrchen oder Kolbchen handelt, be-
fullt man diese (Rohrchen zu 9cem, Kolbchen zu 45cem) mit
Bouillon, sterilisiert sie eine Stunde im Dampftopf und gibt nach
dem Erkalten mit der sterilen Pipette 1 bzw. 5ccm Ascitesfliissig-
keit hinzu. Nach Zugabe der Ascitesfliissigkeit darf nicht mehr
sterilisiert werden. Steril arbeiten!

Wo eine grofere Anzahl von Kulturgefifien beschickt werden
soll, fiillt man z. B. 900 cem Bouillon in einen Kolben und sterilisiert
im Autoklav. Gleichzeitig sterilisiert man einen Abfilltrichter mit
Deckel und 100-ccm-Pipetten. Nach dem Abkiihlen der Bouillon
gibt man zu dieser mit der sterilen Pipette 100ccm sterile Ascites-
flissigkeit, gieBt nach Durchschiitteln vorsichtig in den Abfill-
trichter und fiillt den Nahrboden in sterile KulturgefiBle ab. Beim
Abfiillen ist die Kolben- oder Rohrmiindung jeweils abzuflammen.
Staubentwicklung ist strengstens zu vermeiden. Die abgefiillten
Rohrchen usw. kann man zur Probe auf Sterilitat 48 Std. in den
Brutschrank stellen.

Serum-Bouillon. Die Herstellung der Serum-Bouillon erfolgt
in derselben Weise wie die der Ascitesbouillon, mitdem Unterschied,
dafl man statt Ascitesflissigkeit Serum nimmt; gew6hnlich wird
steriles Pferdeserum verwendet.

Blut-Bouillon. Das erforderliche Blut wird in der im Abschnitt
Gewinnung von Blut fiir Néhrbéden beschriebenen Weise erhalten.
Das sterile, hierzu hauptsichlich durch Venenpunktion gewonnene
Menschen- oder Tierblut wird in einer Konzentration von 5—10 %
der Bouillon zugegeben. Die Technik ist die gleiche wie bei der
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Ascitesbouillon. Uber die Blutart entscheidet der Zweck, fiir den
der Nahrboden bestimmt ist.

Koehblutbouillon nach LEvINTHAL. Erforderlich sind: 900ccm
Bouillon von PH 7,5—17,6 und 50—80 ccm defibriniertes steriles
Blut (Menschen- oder Tierblut). Die Bouillon wird in einen 1-1-
Kolben gefiillt und durch den Wattestopfen ein Thermometer bis
auf den Boden des Kolbens eingefithrt. Will man die Bouillon im
Autoklav sterilisieren, so muB3 die Thermometerskala bis 120°
reichen. Nun sterilisiert man die Bouillon und gleichzeitig einen
zweiten Kolben mit Trichter und Faltenfilter, eine 100-cem-Voll-
pipette und einen Abfiilltrichter. :

Inzwischen bringt man ein Wasserbad auf 100°. Den Kolben
mit der sterilen Bouillon kiithlt man auf 80° ab, setzt tropfenweise
unter Schiitteln das Blut hinzu und stellt ihn in das kochende
Wasser. Unter hiufigem Umschiitteln bleibt er 5—8 Min., bei 21
Inhalt 10—15 Min. im kochenden Wasser. Das Thermometer dient
zur Temperaturkontrolle des Kolbeninhalts und darf nicht iber
85° steigen. Der Nihrboden wird dann aus dem Wasserbad ge-
nommen und durch das sterile Filter filtriert (evtl. zweimal). Die
Filtration kann zur Vermeidung bakterieller Verunreinigung im
Dampftopf erfolgen, jedoch darf hier die Temperatur nicht iiber
80° betragen, weil durch héhere anhaltende Erhitzung das Hamo-
globin zu Oxyhimoglobin oxydiert, und gleichzeitig auch der ther-
molabile V=(Vitamin)-Faktor zerstort wird.

Der Nahrboden ist vorwiegend zur Ziichtung von Influenza-
bazillen geeignet, die zu ihrem Fortkommen den thermolabilen V-
und den unbekannten X-Faktor brauchen; beide sind in der Bouil-
lon enthalten. Es gedeihen aber auch andere Bakterienarten
darin besser als in der gewohnlichen Bouillon.

Das Abfiillen erfolgt wie bei Ascitesbouillon unter sterilen Kau-
telen. Die abgefiillten Réhrchen kénnen zum Nachsterilisieren fiir
kurze Zeit in das auf 95° erwirmte Wasserbad gestellt werden.
Dann erfolgt Sterilititsprobe im Brutschrank.

Blutextraktbouillon. Blutextrakt 20—50 ccm, Bouillon PH7,5
1000 ccm. Der Blutextrakt wird so hergestellt, dafl man defibri-
niertes Blut mit gleichen Teilen Bouillon mischt. Das Gemisch
wird in sterile Zentrifugenréhren aus Jenaer Glas verteilt und diese
werden 30 Min. ins kochende Wasser gestellt. Das schwarzbraune
Blutbouillongemisch wird dann mit einem sterilen Glasstab gut
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durchgerithrt und sofort zentrifugiert. Die iiberstehende klare
Flissigkeit wird abpipettiert und im oben angegebenen Verhaltnis
mit Bouillon gemischt. Das Abfiillen erfolgt unter sterilen Be-
dingungen. Die Bouillonréhrchen bzw. Koélbchen kénnen wie Le-
vinthalbouillon im Wasserbad kurz erhitzt werden.

Hefeextraktbouillon. Hefeextrakt 50—100cem, Bouillon PH 7.5
ad 1000 ccm.

Den Hefeextrakt bereitet man aus 100g Bierhefe, die man mit
400 cem stark verdiinnter HCl (PH 4,5) aufschwemmt. Unter stan-
digem Schiitteln kocht man diese Aufschwemmung in einem Jenaer
Glaskolben auf einem Drahtnetz 10 Min. und zentrifugiert nach
dem Abkiihlen. Die gelblichklare {iberstehende Fliissigkeit wird
in Kolben steril abpipettiert und auf PH7,5 gebracht. Die Kolb-
chen mit dem Hefeextrakt konnen kurze Zeit (10 Min.) im Dampf-
topf sterilisiert werden.

Die Zugabe des Extrakts zur Bouillon und das Abfiillen erfolgt
unter sterilen Bedingungen. Die befiillten Réhrchen usw. kénnen
kurze Zeit sterilisiert werden. Durch den Extraktzusatz wird die
Bouillon qualitativ etwa der Serumbouillon gleich.

Optochin-Bouillon zur Differenzierung von Pneumokokken.
Optochinlésung 1 :1000 1cem, Bouillon PH7,5 steril 60 cem.

Die unter sterilen Bedingungen gemischte Optochinbouillon.
wird 10 Min. im Dampftopf sterilisiert. Nach dem Abkiihlen auf
56° setzt man 30ccm sterile Ascitesfliissigkeit hinzu, fiillt den
Nahrboden auf sterile Rohrchen ab, die zwecks Nachsterilisation
30 Min. bei 56° im Wasserbad gehalten werden kénnen. Die Sterili-
tat der Rohrchen wird durch 24—48stiind. Bebriiten erprobt.

Die Differenzierung erfolgt dadurch, dal man je ein Optochin-
bouillon- und ein Serum- bzw. Ascitesbouillonréhrchen mit der
Bakterienart beimpft und dann 24 Std. bebriitet. Pneumokokken
wachsen in der Optochinbouillon nicht.

Statt Ascitesbouillon kann man frische Levinthalbouillon ver-
wenden. Man gibt zu 90cem Levinthalbouillon 1,0cem Optochin-
losung 1 :1000, fullt steril ab und sterilisiert wie unter Levinthal-
bouillon angegeben ist.

Galle zur Differenzierung von Pneumokokken. Die Herstellung
von Gallenahrboden s. unter ,,Flissige Nahrbéden fiir pathogene
Darmbakterien‘‘.

Das Gallerohrchen wird mit der fraglichen Kultur beschickt
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und mehrere Stunden bebriitet, dann wird von der Galle eine
Ascites- oder Serumbouillonkultur angelegt. Pneumokokken sind
von der Galle abgetitet.

Taurocholsaures Natrium zur Differenzierung von Pneumo-
kokken. Natr. taurocholicum (auch Natr. choleinicum) 1,0g, Aqua
dest. 10,0 ccm.

Die Substanz wird in Aqua dest. heifl gelost und nach Abkiihlen
mit gleichen Teilen einer Bouillonkultur versetzt. Pneumokokken
lésen sich in wenigen Minuten auf. Die Beobachtung kann im
hangenden Tropfen erfolgen.

A eskulinbouillon zur Differenzierung von Enterokokken. Aesku-
lin pur. 0,1g, Aqua dest. 10,0 ccm, Bouillon PH7,5 100,0 ccm.

Das Glukosid Aeskulin wird in Aqua dest. durch kurzes Auf-
kochen gelost, die Losung der Bouillon hinzugefiigt. Nach kurzem
Aufkochen wird in Rohrchen zu 5ccem abgefiillt und 15 Std. bei
0,5at im Autoklav sterilisiert. Der fertige Differentialndahrboden
wird mit dem zu priiffenden Stamm beimpft und 24—48 Std. be-
briitet. Enterokokken spalten meist Aeskulinin Traubenzuckerund
Aeskuletin ; letzteres ist dem Brenzkatechin verwandt und bildet
mit Eisensalzen tintenartige Verbindungen.

Zur Differenzierung stellt man sich als Indikator eine Losung
von lg Ferrum citricum oxydatum (zitronensaures KEisen) in
100 ccm Aqua dest. her. Die Losung kann sterilisiert werden. Man
kann auch 1proz. Liquor Ferri sesquichlorati-Losung benutzen. Von
einem dieser Indikatoren gibt man 2—3 Tropfen in das bebriitete
Rohrechen. Die meisten Enterokokken zeigen dann einen braun-
schwarzen Farbumschlag.

Statt der nachtriglichen Zugabe des Indikators kann man die
sterile Ferricitratlosung schon der Ausgangsbouillon beigeben: Auf
100 ccm Bouillon kommen 2,5cem 1proz. Ferricitratlosung. Nach
Beimpfung tritt wahrend der Bebriitung nur bei Enterokokken
Schwarzfarbung ein.

Enterokokken-Nihrboden nach Hisz. Menschliches oder tieri-
sches Serum verdiinnt man in Réhrchen 1:1,1:2, 1:3 und 1:4
Teilen mit Aqua dest., kocht die Verdiinnungen iiber der Flamme
kurz auf. Dasjenige Réhrchen, in dem die Mischung am wenigsten
ausflockt (meistens 1 :2), gibt den Serumtiter fiir den Néhrbo-
den an.

Das Serum wird in der ermittelten Weise verdiinnt, zu 100 ccm.
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Der Verdiinnung gibt man 1% Mannit, in etwas Aqua dest. durch
Aufkochen gelost, und 5—10% Lackmuslésung hinzu. Der Néahr-
boden wird zu 2—5cem in Rohrchen abgefiillt und % Std. im
Dampftopf sterilisiert.

Durch Enterokokkenkulturen gerinnt der Nahrboden wahrend
der Bebriitung.

Pankreatinbouillon nach Atpursuorr zur Toxingewinnung aus
Streptokokken. 300g gehacktes fett- und sehnenfreies Rindfleisch,
500ccm Aqua dest., 500cem 0,8 proz. Sodalésung, 5cem Chloro-
form, 2g Pankreatin absolut (Merck), 80,0ccm Normalsalzsaure,
etwas 10 proz. NaOH-Losung.

Dem zerkleinerten Fleisch wird das Aqua dest. zugesetzt und
die Mischung unter Umschiitteln in einem 2-1-Kolben auf 80° er-
warmt. Dann fiigt man die Sodalosung zu, kiihlt auf 45° ab, gibt
Pankreatin und CHCI, hinzu, schiittelt gut durch und stellt das
Gemisch zur Verdauung fir 6 Std. in den Brutschrank. In dieser
Zeit ist 6fter durchzuschiitteln. Nun wird die normale Salzsdure
zugefiigt, 1% Std. im Dampftopf erhitzt und filtriert. Das Filtrat
wird mit NaOH-Losung bzw. HCl auf PH7,8 eingestellt und
20 Min. im Autoklav auf 110° erhitzt. Dann erfolgt Klarfiltration
und evtl. Korrektur der PH auf 7,8. Nach Abfiillen auf K6lbchen
wird nochmals fiir % Std. im Autoklav erhitzt.

Die Ko6lbchen sind mit 80cecm Bouillon zu beschicken. Nach
Beimpfung, 24 stiindiger Bebriitung und Filtration durch Berke-
feld-N-Kerzen ist in der Bouillon reichlich Toxin enthalten.

Himoglobinbouillon nach WerHMAR. Aus einer sterilen Blut-
agarplatte mit 10% Blutgehalt schneidet man ca. 1qem grofle
Stiicke mit einem sterilen Messer heraus und bringt unter ste-
rilen Bedingungen je zwei solcher Stiicke in ein gewohnliches
Bouillonr6hrchen, in Bouillonkdlbchen entsprechend mehr. Die
Rohrchen werden im Thermostat 3—4 Std. bei 60° gehalten.
Hierbei tritt das Hamoglobin in die Bouillon iiber, die dabei triibe
(serds) wird.

Der Nahrhoden eignet sich fiir hamoglobinophile Bakterien.

Nitrat-Bouillon zum Nachweis der Reduktion von NO; zu NO,.
Kaliumnitrat 0,25g, Aqua dest 10ccm.

Nach kurzem Aufkochen ist die Losung mit Bouillon PH 7,5 auf
100cem aufzufiillen. Nach Abfillen in Rohrchen wird im Dampf-
topf sterilisiert.
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Wihrend der Bebriitung erfolgt bei Reduktion Dunkelfiarbung
des Néahrbodens.

Differentialnihrboden fiir Streptokokken nach WIRTH. 1.Lackmusmolke
(s. unter Lackmusmolke bei ,,fliissige Nahrboden fiir Darmbakterien‘¢).

2. Neutralrotmilch. Zu 11 keimfreier Magermilch fiigt man eine Auf-
schwemmung von 0,5g Neutralrot (EmrrLicH) in 10cem Wasser. Nach
kurzem Aufkochen wird in Rohrchen zu je 7 ccm abgefiillt. Die Réhrchen
werden noch zweimal in 24stindigem Abstand je eine halbe Stunde im
kochenden Dampftopf sterilisiert. Die Beimpfung geschieht durch Uber-
tragung von einer Ose Blutagarkultur.

Beide Niahrboden zeigen nach 1—6tégiger Bebriitung Rétung und Ge-
rinnung, wenn gewisse Streptokokkenarten vorliegen.

3. Malachitgriinmileh. Zu 100ccm steriler, entrahmter Milch gebe man
3cem einer wissrigen Losung von Malachitgriin 1:60 und 12cem einer
10proz. Sodalosung. Die Mischung wird zwei Stunden im Dampftopf oder
siedendem Wasserbad erhitzt. Sollte nach dieser Zeit die griine Farbe bei
dem Erkalten nicht vollig verschwinden, so fiige man unter Kochen noch
einige Tropfen Sodalssung hinzu, bis der griine Farbton einer hellbriun-
lichen Farbung gewichenist. Sodann ist in Réhrchen zu je 5ccm abzufiillen
und 3/ Std. im Dampftopf zu sterilisieren. Die fertige Malachitgriinmilch
soll in den Rohrchen von hellbrauner Farbe sein und kein Gerinnsel auf-
weisen.

Nach Impfung mit einer Ose Blutagarkultur ist bei 1—8tagigem Brut-
schrankaufenthalt (36°) auf Griinfirbung und Gerinnung zu achten.

4. Lackmusmileh. 100 ccm sterile, entrahmte Milch werden mit 15cem
Lackmuslésung (KamrBavm) und 5cem steriler 10proz. Sodalésung ver-
setzt. Die Rohrchen werden zu je 7ccm abgefiillt und nicht linger als
20 Min. im Dampftopf sterilisiert, da die Lackmuslosung langeres Erhitzen
nicht vertragt. Vor Gebrauch ist acht Tage lang im Brutschrank auf
Sterilitat zu prifen.

Nach Impfung mit einer Ose Blutagarkultur ist bei 1—8téagigem Brut-
schrankaufenthalt auf Rotfirbung und Gerinnung zu achten.

5. Lackmusmilch mit Kohlehydratzusiitzen. Die Kohlehydrate werden
im allgemeinen als 1—2proz. Zusatz zum Néahrboden gegeben. Laktose
setzt man 10%, Arabinose 2% hinzu, dann versetzt man die Milch mit
15% Lackmuslésung.

6. Glyzerin-Lackmusmilch. 100 ccm steriler entrahmter Milch versetzt
mit 7cem Lackmuslésung und mit 10cem Glyzerin. Sonst wie bei der
Lackmusmilch.

7. Pepton-Traubenzucker-Lackmusmilch mit Taurocholsaurem Natrium.
100cem keimfreier Magermilch werden unter leichtem Erwarmen im sterilen
Kolbchen 15cem Lackmuslosung, 5cem 10proz. Sodalésung, 3,0 g Witte-
Pepton, 2,0g Traubenzucker und 1,25g = 1% bzw. 3,7g = 3% taurochol-
saures Natrium gegeben. Nachdem alles geldst ist, wird die Mischung zu
je 5cem in Rohrehen abgefiillt und 30 Minuten lang (nicht langer) im Dampf-
topf sterilisiert. Wahrend das Kasein in dem Rohrchen mit 1% taurochol-
saurem Natrium gelost bleibt, fallt in den Rohrchen mit 3% das Eiweil
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beim Sterilisieren aus und bildet in der Kuppe des Reagensglases ein festes
Gerinsel unter der klaren blau gefirbten Molke. Das Abfillen und Sterili-
sieren geschieht wie bei der Lackmusmilch.

Die Sterilisation der Milch. Das Sterilisieren der Milch macht oft Schwie-
rigkeiten, da einerseits Verunreinigung durch Sporen vorkommt, andererseits
beilingerem Einwirken hoherer Temperaturen, z. B.im Autoklav die Eiweil3-
stoffe verindert werden. Im allgemeinen geniigt es, wenn die moglichst
frisch bezogene Marktmilch sofort 3/ Std. im Dampftopf sterilisiert wird.
Sodann bleibt sie im 3/;-Liter-Kolben zwei Tage lang bei Zimmertemperatur
stehen; die wahrend dieser Zeit gebildete Rahmschicht ist zu entfernen und
die Milch noch einmal im Kolben 3/ Std. lang im Dampftopf zu sterilisieren.
Die so behandelte Milch ist dann als Nahrbodengrundlage geeignet. Die
fertigen Milchnahrboden miissen acht Tage lang im Brutschrank auf Steri-
litit gepriift sein. Ein Ausfall von rd. 5% durch Sporenbildner 148t sich
meistens nicht vermeiden.

Natura-Mileh von Bosch u. Co. Die Firma Natura-Milch Exportgesell-
schaft Bosch u. Co., Waren in Mecklenburg, liefert eine nach einem beson-
deren Verfahren hergestellte sterile Dosenmilch (Vollmilch) die keimfrei und
praktisch unbegrenzt haltbar ist. Zum Gebrauch wird die Dose ohne zu
schiitteln an einem Ende aufgestochen, dann fihrt man mit einer sterilen
Pipette durch die Rahmschicht und zieht die darunter befindliche Mager-
milch auf. Die Milch ist steril, kann aber sicherheitshalber nach dem Ab-
fillen 15—20 Minuten im Dampftopf nachsterilisiert werden.

Peptonbouillon nach SCHOTTMULLER-SCHULTEN. Dieser Nahrboden ist
tiir Blutkulturen bestimmt. DasBlut wird am Krankenbette dem Nahrboden
zugegeben und bildet mit diesem eine gallertartige Masse, die nach Bebrii-
tung evtl. Kolonien aufweist. Der Rohrcheninhalf ist nach Bebriitung in
eine sterile Petrischale iiberzufithren und die Kolonien kénnen dann weiter
bearbeitet werden.

Die Herstellung des Néhrbodens ist folgende: 11 Fleischsaft wird mit
100g Pepton Witte, 1,5% NaCl versetzt und zwei Stunden im Dampftopf
gekocht, Dann folgt Filtration und Einstellung auf PH 7,5. Jetzt wird
abermals bis zum moglichst vélligen Klarwerden (mehrere Stunden) im
Dampftopf gekocht, filtriert, die PH kontrolliert und gegebenenfalls mit
NaOH oder HCI korrigiert.

Da nun, besonders wenn man nicht frisches Pepton zur Verfiigung hat,
seine gerinnende Wirkung verschieden ist, wird folgender Versuch angesetzt:

Man gibt in Reagensglaser 2, 4, 6 und 7ccm der Peptonbouillon und
filllt die ersten drei Rohrchen mit steriler 0,85proz. NaCl-Losung oder
sterilem Wasser auf 7cem auf. Dann fiigt man jedem Réhrchen 1cem einer
10proz. Gummiarabikumlésung und 0,3 ccm einer 10proz. Kalziumchlorid-
16sung zu, sterilisiert sie im Dampftopf und versetzt sie nach dem Erkalten
mit je 2ccm frischem Blut. Die Verdiimnung des Rohrchens, in dem nach
24 Stunden die beste Gallertbildung erfolgt ist, ist die brauchbarste.

Nun fiigt man der Gesamtmenge der Peptonbouillon, die man dem Er-
gebnis des Vorversuchs entsprechend mit NaCl-Losung oder Wasser ver-
diinnt hat, 15% einer 10 proz. Gummiarabikumlésung und 4% einer 10 proz.
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Kalziumchloridlésung hinzu, fiillt je 8ccm in Rohrchen ab und sterilisiert
gie eine Stunde im Dampftopf.

Tritt bei Zusatz der CaCl,-Losung oder bei spiterem Erhitzen ein Nieder-
schlag auf, so kann dieser bis auf eine gewisse Opaleszenz durch Filtration
beseitigt werden. Fir die Kultur ist er ohne Belang.

Traubenzuckerlosung zur Meningokokkenziichtung. 10 ¢ Traubenzucker,
100 ccm  Aqua dest. Traubenzucker und Aqua dest. werden zusammen
aufgekocht, die Losung wird zu je einem ccm in Réhrchen abgefiillt und
im Dampftopf eine halbe Stunde sterilisiert.

Die Traubenzuckerldsung ist nur als Nahrzusatz zum Liquor cerebros-
pinalis (Riickenmarksflissigkeit) gedacht: Man gibt zu 9 Teilen des Liquors
1 Teil dieser Losung steril hinzu und bebriitet das Gemisch wie jeden anderen
Néahrboden.

Albuminglyzerolat nach CanNTani. Blut, Serum oder Ascites-
fliissigkeit wird zu gleichen Teilen mit Glyzerinum pur. gemischt
und im Kisschrank aufgehoben. Durch das Glyzerin wird nach
langerer Zeit, manchmal erst nach Wochen, Sterilitit erreicht. Das
sterile Blutglyzerolat wird mit der sechsfachen Menge steriler As-
citesfliissigkeit versetzt. Das Ascitesblutglyzerolat wird unter
sterilen Bedingungen als 5—10proz. Zusatz zu gewéhnlicher Bouil-
lon gegeben.

Die Bouillon ist in manchenFéallen besser geeignet als die tibliche
Ascitesbouillon.

Fliissiger EiweiBnihrboden fiir Gonokokken nach LipscHUrz.
Die Eierschale eines frischen Hiithnereis wird mit heilem Wasser und
Biirste abgeseift, getrocknet, in Alkohol getaucht und abgeflammt.

Das Eiklar wird unter Trennung vom Eigelb in einem sterilen Mef3-
zylinder aufgefangen und 2 Teile Eiweil mit 98 Teilen Leitungs-
wasser verdiinnt (2proz.). Auf je 100ccm der EiweiBBlosung werden
20 ccm n/10-NaOH zugesetzt, und nach Uberfithrung in einen ste-
rilen groBeren Kolben im Verlauf einer 1, Std. mehrmals tiichtig
durchgeschiittelt. Alsdann wird durch ein Faltenfilter filtriert, in
Kolbchen oder Rohrchen abgefiillt und diese 30 Min. im Dampftopf
sterilisiert. Kolbchen kann man auch durch 2—3 Min. langes Sie-
den auf dem Asbestdrahtnetz sterilisieren.

Fir Gonokokken kann die Losung nach der Sterilisation gleich
Verwendung finden. Man kann sie auch als 25—30 proz. Zugabe
fiir feste Nahrboden benutzen.

Lipoidhaltiger Nihrboden nach Suranyi. Ein Eigelb wird, wie
bei dem Gonokokkenniahrboden beschrieben, steril vom Eiklar ge-
trennt mit 150 ccm Aqua dest. versetzt, griindlich gemischt und die
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Mischung mit n/10-NaOH auf PH = 7,8 gebracht. Es erfolgt dann
weitere Verdiinnung mit Aqua dest. auf 350cem und Sterilisation
im Autoklav bei 110° fiir 20 Min. Dann gibt man 1 Teil Eigelb-
losung zu 2 Teilen Bouillon PH 7,6—7,8. Schlieflich wird im
Dampftopf 1 Std. sterilisiert.

In dieser Nahrlosung wac..~en anspruchsvolle Bakterien wie
Pneumokokken, Streptokokken, Meningokokken evtl. auch Gono-
kokken ohne Zusatz von menschlichem Eiweil.

Die Eigelblosung kann auch als fester Nahrboden Anwendung
finden. Zu Néahragar mit einem Gehalt von 4% Agar, 2% Pepton
und 1% Kochsalz wird Eigelblosung im Verhéltnis 1:1 gegeben.

Serum- Alkali-Albuminat-Bouillon. 2 Teile Serum Alkali Albu-
minat nach KrLEIN (s. flissige Differentialndhrboden fir Darm-
bakterien), 8 Teile Bouillon PH 7,6—7,8.

Das Serum- Alkali-Albuminat wird der Bouillon zugesetzt. Nach
kurzem Aufkochen wird filtriert und auf PH 7,6—7,8 eingestellt.
Dann kann in sterile Rohrchen abgefiillt und 30 Min. bei 110°
(% at) im Autoklav sterilisiert werden.

Der Nahrwert der Bouillon entspricht etwa der Serum-Bouillon ;
sie eignet sich daher zur Ziichtung anspruchsvoller Bakterien.

Thr Vorteil besteht hauptsichlich darin, daB der fertige Nahr-
boden sterilisierbar ist.

Tapioka-Bouillon. Tapioka wird aus Stdrkemehl von brasilianischen
Maniholarten gewonnen. Die Maniholstérke wird -angefeuchtet durch Siebe
gedriickt so daf sich Klimpchen bilden, die dann auf heilen Platten ge-
trocknet werden und teilweise gelatinieren (Sago).

Fiir die Bouillon kann man das Sagomehl oder den Sago verwenden.

10g Sagomehl wird mit etwas Aqua dest. tibergossen und bleibt 24 Std.
stehen. Dann wird mit Bouillon auf 1000ccm aufgefiillt, eine Stunde im
Dampftopf gekocht, filtriert und auf PH 7,6 eingestellt. Die fertige Bouillon
wird in Rohrchen zu 8—I0ccm abgefiillt und eine Stunde im Dampftopf
sterilisiert.

Verwendet man Sago, so nimmt man 10g auf 11 Bouillon, kocht gleich
eine Stunde im Dampftopf und 1Bt 24 Stunden stehen. Dann wird filtriert,
auf PH 7,6 eingestellt, wie iiblich abgefiillt und eine Stunde im Dampftopf
sterilisiert.

Die Tapioka-Bouillon ist qualitativ besser als die gewohnliche, sie eignet
sich auch zur Ziichtung von anspruchsvollen Mikroorganismen.

3. Fliissige Nihrboden fiir Anaerobier.

Tarozzibouillon. Die Lebern mehrerer Meerschweinchen werden
vonder Gallenblase und vom Bindegewebe befreit, in pflaumenkern-
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grof3e Stiicke geschnittenund in einem Kolben mit der 2—3fachen
Menge Bouillon PH 7,2 (optimale PH nach ZE1sZLER) iibergossen;
nach halbstiindigem Erhitzen im Dampftopf wird die brocklige, ge-
tritbte Bouillon durch ein Faltenfilter filtriert, die Leberstiickchen
unter der Wasserleitung abgespiilt und zu je 2—3 Stiickchen auf
Reagensgléaser verteilt. Die Rohrchen werden mit der filtrierten
Bouillon zu 9bis 10 cem befiillt und 1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

Die am Boden liegenden Leberstiickchen verbrauchen den in
die Bouillon eindringenden Sauerstoff und schaffen in ihrer Um-
gebung anaérobe Bedingungen.

Altere Bouillonrohrchen miissen vor Beimpfung etwa 10 Min.
in das siedende Wasserbad gestellt werden, um den Sauerstoff aus-
zutreiben.

Die nach Abkiihlen beimpfte Bouillon kann man sicherheits-
halber mit Vaseline tiberschichten, die man vorher im Autoklav
sterilisiert. Bei der Verflissigung der auf Kélbchen abgefiillten
Vaseline ist vorsichtig mit kleiner Flamme zu erhitzen und die
beimpfte Leberbouillon etwa 1cm hoch zu tiberschichten.

Leberbouillon nach ForTNEr. Die Leber von Kaninchen wird
nach Befreiung von der Gallenblase und dem Bindegewebe 10Min.
im Dampftopf erhitzt, in lingliche Stiickchen zerlegt, und zu 2 bis
5 Stiickchen auf Reagensrohrchen verteilt. Die beschickten Rohr-
chen werden dann mit etwa 10 cem Bouillon PH 7,6 befuillt und
1, Std. bei 110° im Autoklav sterilisiert.

Die fertigen Rohrchen sind 1-—2 Tage zur Priiffung auf Sterilitit
in den Brutschrank zu stellen. Im iibrigen gilt das Gleiche wie bei
Tarozzi-Bouillon.

Statt Kaninchen- bzw. Meerschweinchenleber kann man auch
Nieren von denselben Tieren in derselben Weise verwenden.

Wo Leberbouillon in groBeren Mengen gebraucht wird und
Kleintierorgane fiir diesen Bedarf nicht zur Verfiigung stehen, kann
auch Kalbsleber, die moglichst frisch und von der Haut befreit
sein muf3, Verwendung finden.

Lebermilch nach Fortner. Der Nihrboden wird genau so her-
gestellt wie die Leberbouillon nach ForTNER. Statt der Bouillon
verwendet man frische Kuhmilch. Eine Vaselineiiberschichtung ist
hierbei nicht notwendig, da sich aus der Vollmilch eine Sahne-
schicht bildet. Sterilisation 1 Std. bei 110° im Autoklav.

Anaérobierhouillon mit Zuckerarten usw. und Lackmuszusatz.
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Von den Monosen sind geeignet Glukose, Galaktose und Léavulose,
von den Biosen Saccharose, Laktose, Maltose, von den Polysaccha-
riden Inulin, von Glukosiden das Salizin, von den mehrwertigen
Alkoholen Mannit und Duleit als Reduktionsmittel.

Von den angefiihrten Kohlehydraten setzt man zu der Bouillon
PH 7,2—7,6 je 1% der Kohlehydrate hinzu. Es ist zweckméaBig,
diese in etwas Aqua dest. aufzukochen, dann der Bouillon zuzu-
geben und im Dampftopf 1 Std. zu sterilisieren. Auf die Menge der
Bouillon berechnet, sterilisiert man gleichzeitig 7,5% Lackmus-
lsung und gibt sie dann der sterilen Bouillon hinzu. Nach Durch-
schiitteln erfolgt steriles Abfiillen und Nachsterilisation von kurzer
Dauver im Dampftopf (20 Min. nicht tiberschreiten!).

Fiir Bac. amylobacter darf Pferdefleischbouillon nicht ver-
wendet werden, weil es das in diesem Fleisch enthaltene Glykogen
zerlegt.

Es ist selbstverstandlich, dal die angefiihrten Kohlehydrate
jedes fiir sich getrennt der Bouillon zugegeben wird.

Die Lackmuslosung zeigt neben der Siurebildung die Reduk-
tion an.

Hirnbrei nach HiBLER. Frisches Hirn (spitestens 24 Std. nach
dem Tode entnommen) vom Tier oder Mensch, das in seinem Aus-
sehen einwandfrei ist, wird von den Hauten befreit und durch den
Fleischwolf getrieben. Dann werden 2 Teile Hirn mit 1 Teil Lei-
tungswasser, das nicht sauer reagieren darf, verrithrt. Der Hirnbrei
kann unter stdndigem Riihren kurz aufgekocht werden und wird
durch ein Haarsieb koliert und schliefllich 2 Std. im Dampftopf
(nicht Autoklav) erhitzt. Es erfolgt Abfiillen in Roéhrchen zu min-
destens 10 ccm, die 2 Std. im Autoklav bei 110° zu sterilisieren
sind.

Der Hirnbrei kann auch in Literkolben abgefiillt werden.
Diese sind an zwei Tagen je 2 Std. bei 110° (Autoklav) zu ste-
rilisieren.

Wo der Hirnbrei zu wenig Fliissigkeit enthilt, kann man dar-
iiber etwas Wasser nachfilllen. Eine entsprechende Nachsterili-
sation ist dann selbstverstandlich.

Zur Vermeidung des Austrocknens der Rohrchen werden die
Wattestopfen nach Abnehmen kurz in kochendes (!) Hartparaffin
getaucht und wieder aufgesetzt. Da dies erst nach der Sterilisation
moglich ist, muf} rasch und steril gearbeitet werden.
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Nach Kovacs! tritt die Schwarzfirbung des Hirnbreies 24 bis
48 Std. friiher ein, wenn man das Hirn statt mit Wasser, mit einer
0,05proz. Losung kaltgelosten Ferrosulfats verarbeitet.

Glukosebriihe nach RoseNow. 1000ccem Fleischsaft aus Rind-
fleisch, 2,0g (0,2%) Glukose.

Nach Aufkochen wird filtriert und auf PH 7,6 eingestellt.

Frisches Kaninchen- oder Kalbshirn wird von den H&uten be-
freit und in der Hackmaschine zerkleinert. DasHirn muf3 dann mit
einem entsprechend schmalen Spatel auf den Boden der Reagens-
rohrchen gebracht werden, wobei ein Verschmieren der Réhrchen
zu vermeiden ist. Es geniigt ca. lcem Gehirnmasse fiir jedes
Roéhrchen. Hinzu kommen pro Rohrchen zwei bis drei etwa kirsch-
kerngroBe Marmorstiickchen, die zur Neutralisation der evtl. ent-
stehenden Siure dienen. Die so beschickten Réhrchen werden mit
ca. 10cem der Glukosebrithe befiillt und im Autoklav 1 Std. bei
110° sterilisiert.

Zu der Glukosebriihe wird vielfach der Andradisindikator hinzu-
gesetzt. Seine Herstellung ist folgende:

Der Andradisindikator. 0,5 g Séaurefuchsin wird in 100 cem
Aqua dest. durch Erhitzen gelost.

Dann fiigt man zu der dunkelroten Farblosung normale Natron-
lauge hinzu bis die Farbe in gelb umschligt. Die Menge der
Natronlauge schwankt um 17 ccm.

Zu 11 Glukosebriihe setzt man 2,5cem Andradisindikator
hinzu. Siurebildung wird durch Rétung angezeigt.

Statt des Rindfleischsaftes kann man auch fertige Bouillon
PH 7,6 verwenden. Herstellung und Zusitze sind die gleichen.

Ascites- Kaninchenniere-Bouillon nach Swmira-Nocuchi. Der
Néahrboden soll zur Ziichtung sehr anspruchsvoller Bakterien (z.B.
Scharlach- und Masernerreger) dienen.

Ein Kaninchen wird nach Betaubung entblutet, das Fell wird
in der Bauchmittellinie aufgeschnitten und seitlich fixiert. Nach
Bepinselung der Bauchdecken mit Jodtinktur wird die Bauchhéhle
mit sterilen Instrumenten er6ffnet. Die Nieren werden freigelegt,
von Fett- und Bindegewebe befreit und in bohnengroe Stiicke
zerschnitten. Die Stiicke werden je 1 auf ein Reagensrohrchen
verteilt und die Réhrchen mit je 7cem steriler Ascitesfliissigkeit
beschickt. Dann erfolgt Vaselineiiberschichtung.

1 Zbl. Bakt. Bd. 95, S. 344.
Attz-Hettche, Nihrboden und Farben. 5
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Die Ascitesfliissigkeit darf weder durch Wirme noch durch
Chloroform sterilisiert sein. Filtration durch Seitzfilter ist zulédssig.
Die fertigen Rohrchen werden zur Sterilitdatsprobe acht Tage im
Brutschrank gehalten.

Rinderleber-Rinderhirnbouillon dient ebenfalls zur Zichtung der Schar-
lach- und Masernerreger. Man stellt den Néahrboden folgendermaflen her:

I.

500g fett- und sehnenfreie Rinderleber wird in kleine Stiicke zerlegt,
mit 1000g Aqua dest. 2 Std. im Dampftopf erhitzt und filtriert. Zu dem
Filtrat gibt man 10g Pepton und 5g NaCl, schiittelt durch und kocht 1 Std.
im Dampftopf ; nach Filtration stellt man mit NaOH den PH-Wert auf 8,2
ein, erhitzt und filtriert nochmals. Das Filtrat wird in Kélbchen zu
250cem abgefiillt, 1 Std. im Dampftopf sterilisiert und kiihl aufbewahrt.

II.

500g Rinderhirn befreit von Blut und Héuten wird mit 200—300ccm
Aqua dest. verriihrt und in 250cem-Koélbchen zu je ca. 60g abgefiillt und
1 Std. bei 110° im Autoklav sterilisiert.

Fiir Kulturen gibt man zu den 60g in den Kolbchen unter II 120ccm
aus dem Koélbchen I, schiittelt durch und bestimmt noch einmal die PH-
Zahl, die 7,4—7,6 sein muB. Nun erfolgt 1 Std. Sterilisation bei 110° im
Autoklav.

EierweiBinihrboden zur Toxingewinnung aus Anaérobiern. Fiir
je 100ccm Néahrboden braucht man ein Ei. Die Eier werden 10Min.
lang gekocht, dann geschélt und ausschlieBlich das WeiBe in etwa
erbsengroBe Wiirfel geschnitten. Die Wiirfel werden mit Néahr-
bouillon, PH = 7,5 in einem Kolben iibergossen, im Dampftopf
30 Min. erhitzt und bis zum nidchsten Tage kiihl aufgehoben. Die
benutzte Bouillon darf nicht dlter als 14 Tage sein. Beim Kochen
mit den EiweiBstiickchen gehen aus diesen alkalisch reagierende
Stoffe in die Bouillon iiber, die nicht nur das Wachstum der
Anaérobier, sondern auch der Pneumo- und Meningokokken be-
giinstigen.

Die Bouillon wird am nichsten Tage filtriert, das Filtrat auf
Réhrchen zu ca. 10 cem abgefillt und 3/ Std. bei 110° im Autoklav
sterilisiert.

Fiir Toxingewinnung aus Anaérobiern ist ein Zusatz von je ein
EiweiBwiirfelchen pro Rohrchen (vor der Sterilisation) von Vorteil,
weil dann reichlich Toxin gebildet wird.
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4. Fliissige Nihrboden fiir Diphtheriekulturen.

Thielsche Differentialnihrlosung. 1g Pepton, 1g Nutrose, 0,5g
Kochsalz, 100ccm Aqua dest., 8 ccm Lackmuslosung, 1 g Trauben-
zucker.

Kochsalz, Pepton und Nutrose werden mit etwa 10ccm des
abgemessenen Aqua dest. in einer Reibschale zu einem diinnen
Brei verrieben und mit dem restlichen Aqua dest. in einen Kolben
gespiilt. Nach 30 Min. langem Erhitzen im Dampftopf muf3 mehr-
mals durch das gleiche sterile Faltenfilter filtriert werden, da die
Nutroselosung durch einmalige Filtration gewohnlich nicht klar
wird. Man stellt das Filter in den eingeheizten Dampftopf oder
deckt es auf dem Tisch mit einem sterilen Deckel zu und 148t iiber
Nacht filtrieren. Zu dem Filtrat gibt man den in etwas Aqua dest.
durch kurzes Aufkochen gelosten Traubenzucker und die etwa
10 Min. im Dampftopf sterilisierte Lackmuslésung. Nach Abfiillen
in R6hrchen zu 5—8cem wird 30 Min. im Dampftopf sterilisiert.

Diphtheriebakterien réten und triiben den Nahrboden nach 24-
stiindiger Bebriitung. Pseudo-Diphtheriebakterien lassen ihn un-
verdndert. Fiir manche Diphtherie- und Pseudodiphtheriebak-
terientypen trifft das jedoch nicht zu.

Bouillon fiirToxingewinnung aus Diphtheriebakterien. 11Fleisch-
saft aus Kalbfleisch, 20g Pepton, 3g Kochsalz, 2g Na,HPO, (se-
kund. Natriumphosphat), 1g Traubenzucker. Einige Marmor-
stiickchen oder gemahlene Kreide. .

Das Kalbfleisch wird wegen seiner Armut an Muskelzucker be-
vorzugt. Der 2proz. Peptonzusatz bedingt gutes Wachstum der
Diphtheriebakterien.

Die Herstellung der Bouillon geschieht wie iiblich ; die PH wird
auf 7,8 eingestellt. Um eine groBe Fliissigkeitsoberfliche zu er-
zielen, werden die Kolben (am zweckmaBigsten Erlenmeyerkolben)
nur zu /; gefiillt.

Zur Bindung der Siure setzt man den Kolben mehrere bohnen-
groBBe Marmorstiicke zu, die vorher im Autoklav sterilisiert werden.

Statt des Marmors kann man auch sterile Schlemmkreide ver-
wenden. Auf 50cem Bouillon gibt man eine Messerspitze voll.

Nach dem Abfiillen der Bouillon usw. erfolgt einstiindige Sterili-
sation im Dampftopf.

Zuckerfreie (entzuckerte) Bouillon. Wo Pferdefleisch als Grund-
lage fiir Ndhrboden Verwendung findet, enthilt der Néahrboden

5*
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Muskelzucker. Fiir Fille, in denen zuckerfreie Bouillon usw. ver-
langt wird, kann man sich mit Lab-Lemko' (Liebigs Fleischextrakt)
helfen, der praktisch zuckerfreiist. Ist dieser nicht vorhanden oder
ungeeignet, kann man die Bouillon durch Hefe entzuckern.

Entzuckerung von Néihrbriihe. Zu 1 1 fertiger Nahrbouillon gibt
man etwa 10g Prelhefe. Die Hefe verriihrt man mit sterilem, auf
40° abgekithltem Leitungswasser (nicht Aqua dest.) zu einem dicken
Brei und vereinigt sie mit der sterilen Bouillon in einem Kolben.
Die Bouillon, die vor der Hefezugabe auf 40° abgekiihlt sein muf},
wird nach dem Hefezusatz etwa acht Tage im Brutschrank ge-
halten. Der Nahrboden ist dann durch die Girung zuckerfrei
geworden.

Die Bouillon wird darauf 1 Std. bei 110° im Autoklav sterili-
siert, filtriert und auf die notwendige PH (fir Toxingewinnung
auf 7,8—8,0) eingestellt. Nach PH-Einstellung erfolgt ¥,stiin-
diges Erhitzen im Dampftopf und Klarfiltration durch Seitzfilter.

Die so vorbereitete Bouillon wird abgefiillt und wie gewohnlich
sterilisiert.

Zur Herstellung von Toxinbouillon kann der zu entzuckernden
Bouillon von vornherein 2%, statt 1% Pepton zugesetzt werden.
Der Zusatz kann auch nach dem Entzuckern erfolgen. Der Zusatz
von Zuckerarten, falls solche iiberhaupt zu erfolgen hat, mufl
selbstverstdndlich nach dem Entzuckern erfolgen.

Martin-Bouillon (zur Gewinnung von Diphtherietoxin).

1. Schweinemagenpepton: 1kg gehackte Schweinemigen,
51 auf 50° angewirmtes Leitungswasser, 50cem Salzséure (chem.
rein) D.A.B. VI.

Um groflere GleichméBigkeit zu erreichen, nimmt man min-
destens fiinf Schweinemigen fiir einen Arbeitsgang, wischt sie
griindlichst, befreit vom Fett und dreht sie durch den Fleischwolf
oder hackt sie fein. Die Masse wird in groBen Flaschen mit dem
angesduerten Wasser gemischt und 15—18 Std. bei 50° gehalten.
Dabei tritt durch das den Mégen anhaftende Pepsin die Verdauung
ein. Nach Ablauf der Zeit erhitzt man die Brithe auf 100°, wobei
das iiberschiissige Pepsin zerstort wird ; dann kiihlt man die Briihe
auf 80° ab und gibt soviel Soda hinzu, bis die Losung lackmus-
neutral ist. Die Brithe wird durch Papierfilter klarfiltriert und
weiter verarbeitet oder in Flaschen abgefiillt und sterilisiert (evtl.
durch Chloroform konserviert.) Der Peptongehalt betrigt 4%.
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2. Fleischwasser: 1kg bestes Kalbfleisch, 21 37° warmes
Wasser.

Das Kalbfleisch wird von Fett und Sehnen befreit, durch den
Fleischwolf gemahlen und in einem Kolben mit dem Wasser ver-
mischt ; dann bleibt es 20 Std. bei 37°. Bei der eintretenden Fer-
mentation werden die Fleischpartikelchen in Form eines lockeren
Kuchens an die Fliissigkeitsoberfliche gehoben. Man filtriert die
Flussigkeit, ohne den Fleischkuchen zu driicken, ab und verarbeitet
das Filtrat zusammen mit dem Schweinemagenpepton zum Néhr-
boden.

3. Herstellung der Bouillon: Fleischwasser und Pepton
werden zu gleichen Teilen gemischt, auf 100° erhitzt und durch ein
Tuch filtriert. Das Filtrat wird auf 80° erwdrmt und mit Soda bis
zur Schwachrosafirbung des Phenolphthaleins alkalisiert. PH etwa
8,0—8,5. Die alkalische Bouillon wird durch Papierfilter, evtl.
Seitz-Klarschichten, klar filtriert und 30 Min bei 1 at (120°) Auto-
klav vorsterilisiert, dann endgiiltig klar filtriert, in KulturgefaQe
abgefillt und bei 115° 30 Min. im Autoklav sterilisiert.

Bemerkung: Der Faulnisproze}, dem das Fleischwasser aus-
gesetzt ist, scheint fir die Toxinproduktion besonders giinstige
Bedingungen zu schaffen. Da Kalbfleisch nur minimale Mengen
Muskelzucker enthilt, und das Schweinemagenpepton gut puffert,
erubrigt sich meistens der sonst iibliche Zusatz von Marmorstiick-
chen zu den Kulturgefifien. Das Martin-Pepton kann auch anderen
Néahrboden zugesetzt werden, indem man die Brithe vierfach mit
Wasser verdiinnt, gleich 1% Peptongehalt.

5. Fliissige Nihrboden zur Ziichtung und Differenzierung
von pathogenen Darmbakterien.
a) Fliissige Ndhrboden fiir Choleravibrionen.
Peptonwasser fiir Choleravibrionen-Erstziichtung.

«) Stammlésung: 100g Pepton Witte, 50g Kochsalz, 20g
kristallisierte oder 10g wasserfreie Soda, 1g Kalisalpeter, 1000 ccm
Aqua dest.

Das Pepton und die Salze werden dem Wasser zugegeben,
1 Std. im Dampftopf erhitzt, klarfiltriert und zu 50 ccm auf Kélb-
chen abgefiillt, die 1 Std. im Dampftopf sterilisiert werden. Zur
Vermeidung von Verdunstung konnen die Stopfen paraffiniert wer-
den. Dunkel aufgehoben ist der Nahrboden einige Monate haltbar.
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f) Gebrauchslosung: 1Teil der unterx) angegebenen Stamm-
losung wird mit 9 Teilen Aqua dest. verdinnt, dann 15 Min. im
Dampftopf erhitzt und falls notig filtriert. Der PH-Wert wird
gepriift, falls er nicht um 8,2—8,4 liegt, wird die entsprechende
Korrektur mit NaOH bzw. HCl vorgenommen. Nach erfolgter
Korrektur wird nochmals 15 Min. im Dampftopf erhitzt und, falls
sich Ausflockungen zeigen, filtriert. Es erfolgt dann Abfiillung auf
sterile Rohrchen und Kolbchen.

In 100 cem Erlenmeyerkélbchen fiillt man 30—50cem ab und
entsprechend der Kolbenzahl 6—8 mal soviel Rohrchenzu je 10 ccm.
Die Réhrchen und Kélbchen werden 15 Std. im Autoklav sterilisiert
(110°). Die Sterilisation kann auch dreimal % Std. im Dampftopf
erfolgen.

Dieser Herstellungsmodus entspricht der amtlichen Vorschrift.

Blutalkalibouillon nach KRAUS. 25ccm Blutalkali(Herstellung s. unter
Dieudonnéagar), 100ccm Nahrbouillon.

Blutalkali und Bouillon werden heil gemischt, die Mischung gut durch-
geschiittelt und bei 50° im Thermostat 3 Std. im offenen Kolben gehalten.
Hierauf 1a3t man den mit Wattestopfen verschlossenen Kolben 24 Std. bei
37° im Brutschrank stehen. Die Blutalkali-Bouillon wird dann in Réhrchen
oder Kélbchen abgefiillt, 1 Std. im Dampftopf sterilisiert und ist sofort
verwendbar, durch den Aufenthalt im Thermostat wird das entwickelte,
schidliche Ammoniak ausgetrieben.

Stark alkalische Bouillon fiir Cholerakultur. Zur Fortziichtung von
Choleravibrionen kann auch gewéhnliche Niahrbouillon PH 8,2—8,4 Ver-
wendung finden. Die Herstellung s. unter Bouillon.

b) Fliissige Nihrboden fiir Bakterien der Typhus-Paratyphus-
Ruhrgruppe.

Rindergalle. Rindergallenblasen werden von der Leber abgelést und nach
Anstich die Galle in einem gut gesiuberten GefaB aufgefangen. Nach Um-
gieflen in einen entsprechend grofien Kolben erhitzt man %4—1 Std. im
Dampftopf, filtriert und fiillt in Réhrchen zu 5—7ccm, die 1 Std. bei 110°
im Autoklav sterilisiert werden.

Die Galle wird hauptsichlich zur Herausziichtung von Typhus- und
Paratyphusbakterien aus den Blutkuchen der zur Widal-Reaktion einge-
sandten Blutproben verwandt.

Galle mit Pepton. Um die elektive Eigenschaft der Galle zu
verbessern, kann man derselben 1% Pepton zusetzen.

Die wie oben gewonnene Galle wird nach dem Kochen im
Dampftopf und Filtration pro 100 ccm mit je 1g Pepton versetzt,
hierauf 1 Std. im Dampftopf gekocht, dann filtriert, entweder in
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Kulturgefiafie (Rohrchen) oder zwecks Konservierung in Kolben,
Flaschen usw. abgefiillt und 1 Std. bei 110° sterilisiert.

Galle, die lingere Zeit im Kolben aufbewahrt wurde, ist vor
Abfiillung auf Rohrchen zu filtrieren. Die Réhrchen werden dann
wie angegeben im Autoklav sterilisiert.

Galle-Bouillon. Vielfach ist es iiblich als Elektivndhrboden fir Typhus-
bakterien Galle-Bouillon zu verwenden.

Die (wie unter ,,Rindergalle‘‘ angegeben), vorbereitete Galle wird zu
gleichen Teilen mit gewohnlicher Néahrbouillon gemischt, in Rohrchen ab-
gefiillt und wie iblich sterilisiert.

Brillantgriin-Bouillon ( Vorkulturndhrbiden). 1g Brillantgriin
(Kristalle, extra rein Hochst), 1000 ccm Aqua dest.

Das Kristallpulver geht durch Schiitteln mit aqua dest. allméh-
lich in Lésung. Die Stammlosung ist in brauner Flasche, oder unter
Lichtabschlufl bei Zimmertemperatur lange Zeit haltbar.

Zur Herstellung der Brillantgrin-Bouillon gibt man lcem
Brillantgriinstammlésung auf 99 cem gewochnliche Bouillon. (Ver-
diinnung 1:100000.) Die Brillantgriinbouillon wird in groBkalibrige
Rohrchen (Sputumversandgefafle) zu 10cem oder in 100-cem-Kol-
ben abgefiillt. Die KulturgefiBe mit dem Néhrboden konnen
20 Min. im Dampftopf sterilisiert werden.

Zur Vorkultur wird 1 cem Stuhl oder Urin in ein Rohrchen, von
Lebensmitteln entsprechend mehr in ein Kolbchen, eihgebracht
und erst nach fiinf- dann nach 24stiindiger Bebriittungsdauer auf
Endo- oder v. Drigalski-Platten ausgestrichen.

Dieser Vorkulturnihrboden ist gut fiir Paratyphus-Bakterien,
weniger gut fiir Typhus-Bazillen geeignet.

Fliissiger Nithrboden nachNissLE. (Vorkulturnihrboden.) 65,0 ccm sterile
Rindergalle, 1,0Kal. jodat. pur., 4,0ccm 1proz. Malachitgriinlésung (Mala-
chitgriin Hochst, Kristalle extra rein), 30,0ccm 3 proz. Coffeinlésung (frisch
hergestellt, nicht iiber 80° erwarmt).

Zur Herstellung der Losung sterilisiert man die nstige Menge Aqua dest.,
kiihlt sie auf 78—80° ab, gibt das KJ und Coffein hinzu und schiittelt bis zur
Auflésung. Dann setzt man die sterile Galle und die Malchitgriinlésung hinzu.

Zur Herstellung der Malachitgriinlésung werden 100ccm Aqua dest. kurz
aufgekocht und nach Abkithlen auf 80° mit Malachitgriin versetzt.

Nach der Mischung wird der Néhrboden zu je 10cem steril in groB-
kalibrigen Rohrchen evtl. Kolbchen abgefiillt (s. Brillantgriinbouillon), die
1 Std. im Wasserbad bei 80° sterilisiert werden konnen.

Die Beimpfung erfolgt in derselben Weise wie die Brillantgriinbouillon.
Die Weiterbeimpfung auf Platten erfolgt nach 12stiindiger Bebriitung von
der Oberfliche des Nihrbodens aus, ohne den letzteren zu schiitteln.
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Der Kauffmannsche Kombinationsnéhrboden zur Vorkultur von
Typhus- und Paratyphusbazillen. Zur Herstellung des Nahrbodens
braucht man: 1. 50proz. Natriumthiosulfatlosung, 2. Losung von
20% Jod und 25 % Kal. jodat. (KJ) in Aqua dest., 3. einpromillige
Brillantgriinlosung, 4. Kalziumkarbonat (Ca CO,), 5. Bouillon
PH17,5, 6. sterile Galle.

Herstellung der Lésungen:

1. 50g Natriumthiosulfat werden im Kolbchen mit 50 ccm Aqua
dest. unter Schiitteln iiber freier Flamme geldst und dann mit Aqua
dest. auf 100 cem aufgefiillt.

2. 50ccm Aqua dest. werden aufgekocht. Inzwischen verreibt
man 20g Jod und 25g Jodkali im Morser und iibergieBt wihrend
des Reibens mit kleinen Mengen des kochenden Aqua dest. Nach
Zusatz des Wassers tritt schlieBlich Losung ein. Durch ein Papier-
filter wird in einem 100-ccm-MeBzylinder filtriert und mit einem
Rest des heiflen Aqua dest. das Filter nachgespiilt und die Losung
auf 100cecm aufgefiillt.

3. 1g Brillantgriin krist. extra rein Firma Hochst in 1000 ccm
aufgekochtes Aqua dest. geben und kréaftig durchschiitteln.

Langeres Kochen der Na,S,05;- und der Brillantgriinlosung ist
zu vermeiden.

«) Tetrathionatndhrboden zur Anreicherung fiir
Paratyphusbakterien. 22,56gCalcium carbonic. pur. werden in
einem Literkolben bei 1 at im Autoklav sterilisiert und mit 450 ccm
Bouillon versetzt. Nach gutem Durchschiitteln gibt man der
Reihe nach 50cecm Natriumthiosulfatlosung und 10 cem Jod-
Jodkalilosung hinzu. Natriumthiosulfat geht hierbei in Natrium-
tetrathionat uber:

2 Na,8,0; + J, = Na,S,0, + 2 NaJ

ON L
. a /O\Ia
S—o =0
\SNa J g
- +JT = |  +2NaJ
SNe /5
=0 =0
\ONa “\ONa

Der Nahrboden wird unter dauerndem Schiitteln in gro8kalibrige
Réhrchen zu etwa 10cem abgefiillt und 30 Min. im Dampftopf
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sterilisiert. Paratyphusbakterien werden nach einigen Stunden Be-
briitungsdauer angereichert. Von diesem Néahrboden erfolgt Aus-
strich auf Endo- oder Drigalski-Platten.

B) Kombinationsndhrboden fiir Typhus- und Para-
typhus-Bakterien. Zudem wie unter « hergestellten Tetrathio-
natnéhrboden werden auf je 500 ccm 5cem der Brillantgriinlosung
1:1000 und 25cem sterile Galle gegeben. Nach gutem Durch-
schiitteln erfolgt Abfiillung wie bei Nahrboden x. AlsKulturgefiBe
sind Sputumversandgliser 70 X 19mm gut geeignet. Die Kork-
stopsel dieser Glaser sind zu durchbohren und die Bohrlécher mit
Wattestopfen zu versehen. Hierdurch wirddie Abfillung erleichtert
und das Eintauchen von Watte verhiitet. Die befiillten Rohr-
chen werden 30 Min. im Dampftopf sterilisiert.

Der Néahrboden ist zur Vorkultur sowohl fiir Typhus- als auch
Paratyphusbakterien geeignet. Die Kulturgefifie werden mit je
ca. 1 ccm Stuhl oder Urin beschickt und nach 3—6 bzw. 20stiin-
diger Bebriitung auf Endo- oder Drigalskiplatten iiberimpft.

¢) Fliissiger Nihrboden fiir Abortus Bangbakterien.

Amnionbouillon. 200 ccm Rinderamnionfliissigkeit, 5—10g
Traubenzucker, 5—10cecm Glyzerin, 800ccm Bouillon PH 7,5.

Traubenzucker und Glyzerin werden in wenig Aqua dest. in der
Siedehitze gelost und mit der Amnionflissigkeit zur Bouillon gege-
ben. Nach gutem Durchschiitteln wird der Ndhrboden zu 8—10ccm
auf Rohrchen abgefiillt und 1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

Gewinnung der Amnionfliissigkeit (Fruchtwasser): Bei der
Schlachtung einer trichtigen Kuh wird der Fruchtsack entnom-
men. Man fixiert ihn dann vorsichtig auf einen Tisch, so daf ein
Teil, unter die Tischkante herabhingt. Die tiefste Stelle wird nach
Abbrennen mit dem glihenden Kupferspatel durch ein Troikart
(Skalpell) angestochen und die Fliissigkeit in einem sterilen Kolben
aufgefangen. DaB Troikart, Skalpell usw. steril sein miissen, ist
selbstverstindlich. Die Amnionfliissigkeit wird durch ein steriles
Faltenfilter filtriert und kann unter Zusatz von 2 Vol.%, Chloro-
form (6fter durchschiitteln!) wie Serum konserviert werden.

d) Fliissige Nihrboden zur Differenzierung von pathogenen
Darmbakterien.

Traubenzucker-Bouillonim Géirungskilbehen. Gewdhnliche Néhrbouillon
PH 7,5 wird mit 2% Traubenzucker, der vorher mit etwas Aqua dest. durch
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Aufkochen gelost ist, versetzt und in Gérungsrohrchen: abgefillt, deren
oberer Schenkel durch mehrmaliges entsprechendes Neigen bis oben zu
filllen ist. Die befiillten Girungskélbchen werden 1 Std. im Dampftopf
sterilisiert.

Die Garungskolbchen bestehen aus einem U-formig gebogenen Rohr, das
eine Ende ist zugeschmolzen, das andere kiirzere Ende erweitert sich kugelig
(a4hnlich wie beim Quecksilberbarometer) und verlduft in eine réhrchen-
formige Offnung, die zum Befiillen bzw. zur Aufnahme des Wattestopfens
vorgesehen ist. Die Géarungskélbchen dienen zur Prifung auf Gasbildung,
d.h. des fermentativen Verhaltens gegeniiber verschiedenen Zuckerarten.

BeiZiichtung gasbildender Bakterien (z. B. Paratyphus) sammelt sich das
durch Vergérung des Zuckers gebildete Gas im oberen Teil des geschlossenen
Schenkels. Die Kolbchen miissen zur Kultur vertikal stehen. Unter einheit-
lichen Bedingungen (gleiche Temperatur, Bouillon und Kélbchengroe)
kénnen verschiedene Stémme z.B. auf ihr Géarvermogen verglichen werden.
Zum Nachweis der Ssurebildung kann der Bouillon Lackmuslgsung als
Indikator zugegeben werden.

Giirungsréohrehen. In einfacher Weise kann die Gasbildung in fliissigen
Néhrbéden durch Benutzung kleiner Garungsrohrchen nachgewiesen werden.

Geeignet sind die kleinen Reagensréhrchen, die fir die Einsendung von
Blut zur Widal-Reaktion dienen. Mit dem offenen Ende nach unten werden
sie in die iiblichen Reagensrohrchen fiir Nahrboden eingefithrt. Nach Ver-
schluB mit Watte erfolgt wie iblich Trockensterilisation.

Die so vorbereiteten Rohrchen werden mit der entsprechenden Zucker-
bouillon befiillt und sterilisiert. Das kleine Réhrchen, das nach Befiillung
auf der Bouillon schwimmt, fiillt sich wahrend der Sterilisation mit Dampf,
bei Abkithlung mit Bouillon und steht dann auf dem Boden des grofien
Rohrchens. Erfolgt wihrend der Kultur Gasbildung, so sammeltsich ein Teil
des Gases in dem kleinen Rohrchen, das hierdurch an die Oberfliche steigt.

EiweiBfreier fliissiger Niihrboden fiir Typhus-Bakterien nach FRANKEL-
USCHINSKI. 5 g Kochsalz, 2g Dikaliumphosphat (K,HPO,), 6 g Am-
monium lactic. pur., 4,0g Asparagin, 1000,0 ccm Aqua dest.

Die Salze werden dem Aqua dest. hinzugesetzt und nach Aufkochen auf
PH 7,3—17,4 eingestellt. Es wird auf Rohrchen oder Kolbchen abgefiillt und
1 8td. im Dampftopf sterilisiert.

Die Typhusbakterien wachsen spérlicher als in eiweiShaltigen Nahr-
bdden. Der Nahrboden dient nur rein wissenschaftlichen Zwecken.

Nutrose Traubenzucker-Lackmuslosung nach BArsiekow. Bar-
sickow I. 10g Nutrose (Kaseinnatriumphosphat), 5g Kochsalz,
50cem Lackmuslosung, 10g Traubenzucker, 1000ccm Aqua dest.

Das Kochsalz wird in 950ccm Aqua dest. gelost. Die Nutrose
ist in einer Reibschale unter allméhlichem Zusatz von ca. 100 cem
dieser Losung zu verreiben, wobei darauf zu achten ist, daB
sich keine Klumpchen bilden. Die Nutroselésung wird der iibrigen
Kochsalzlosung zugefiigt, mit dieser etwa 2 Std. in einem Kolben
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im Dampftopf erhitzt und durch ein angefeuchtetes steriles Filter
filtriert. Die Nutroselosung filtriert sehr langsam; um ein klares
Filtrat zu erzielen, mul man sie mindestens zweimal (iiber Nacht)
filtrieren.

Zu dem klaren Filtrat, welches man 30 Min. im Dampftopf
sterilisiert, gibt man den in 50ccm Aqua dest. aufgekochten
Traubenzucker und die 15 Min. im Dampftopf sterilisierte Lack-
muslésung. Die Reaktion des Néahrbodens wird durch Zugabe von

;l—O-NaOH-Lésung auf den Lackmusneutralpunkt eingestellt. Die

Losung darf weder rot noch blau, sondern muf} violett erscheinen.
Darauf wird in sterile Rohrchen zu ca. 6ccm abgefiillt und héch-
stens 30 Min. im Dampftopf sterilisiert.

Typhus- und Ruhrbakt. tritben (meistens) und réten die Losung.
Bakt. faecalis alkalig. bliut die Losung mehr oder weniger stark.
Paratyphus und Coli verursachen Rétung, Gerinnung und Gas-
bildung. (Bei Verwendung von Gérungsréhrchen nachweisbar.)

Nutrose-Milchzucker-Lackmuslosung. Barsieckow II. 10g Nu-
trose, 5g Kochsalz, 50ccm Lackmuslosung, 10g Milchzucker,
1000 ccm Aqua dest.

Die Herstellung geschieht wie bei BarsiekowI. Statt Trauben-
zucker wird hier Milchzucker genommen.

Bact. Coli bewirkt Rotung, Gerinnung und Gasbildung.

Typhus-, Paratyphus- und Ruhrbakterien verindern die Néhr-
16sung nicht.

Nutrose-Mannit-Lackmuslosung nach Doerr. 10g Nutrose, 5g
Kochsalz, 30 ccm Lackmuslésung, 10g Mannit, 1000 ccm Aqua dest.
Herstellung wie Barsiekow-Ldsung.

Die Losung dient zur Unterscheidung der Bakterien der Ruhr-
gruppe: Bakt. Shiga-Kruse verdandert nicht, Y und Flexner riten
nach 24 Std. Typhusbakterien roéten, Paratyphusbakterien und
Coli verursachen Rétung, Gerinnung und Gasbildung.

Nutrose-Maltose-Lackmuslosung nach HerscH. 10g Nutrose,
5g Kochsalz, 50ccm Lackmuslésung, 10g Maltose, 1000 ccm Aqua
dest. Herstellung wie bei Barsiekow.

Die Shiga-Kruse Ruhrbakterien lassen den Nahrboden unver-
andert. Flexner-, Typhus- und Paratyphusbakterien verursachen
Rétung und Gerinnung.

Serum-Alkali-Albuminat nach Kuein, ein- Ersatz fiir Nutrose.
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Die Nutrose ist teuer und verursacht héufig Schwierigkeiten. Ein
vollwertiger Ersatz ist das Serum-Alkali-Albuminat.

9 Teile steriles Rinder- oder Pferdeserum,

1Teil 15% (offizinelle) Natronlauge.

Serum und Natronlauge werden in einem sterilen Kolben ge-
mischt und zwei Tage im 37°-Brutschrank gehalten ; dann wird mit
so viel chemisch reiner Salzsdure D.A.B. VI versetzt, daBl rotes
Lackmuspapier noch schwache Blduung zeigt. Nach gutem Durch-
schiitteln kann die Losung % Std. im Dampftopf sterilisiert und
als Nahrbodenzusatz aufgehoben werden.

Vor Verwendung ist die Losung zu filtrieren.

Zur Bereitung von Barsiekow-Loésung wird 1 Teil Serum-Alkali-
Albuminat mit 4 Teilen Aqua dest. verdiinnt, mit 0,5% Kochsalz
versetzt und 1 Std. im Dampftopf erhitzt. Zu dieser Losung werden
Lackmus- und Zuckerlosung in den uiblichen Mengen gegeben.

Das Serum-Alkali-Albuminat kann auch zur Verbesserung der
Néhrbodenqualitat bei Ziichtung einer Reihe anspruchsvoller Bak-
terien dienen. Ein Vorteil dieser Nahrboden im Vergleich zu
Eiweilndhrboden ist die Sterilisierbarkeit.

Rinderserum-Wasser nach GiupeMEISTER als Ersatz fiir Nutrose.
50—100 cem steriles Rinderserum, 950—900ccm Aqua dest. werden
gemischt und 1 Std. im Dampftopf gekocht. Das Gemisch bleibt
nach dem Kochen fast vollig klar. Nach Filtration erfolgen die
unter BARSIEKOW angegeben Zuséitze mit Ausnahme von Nutrose.

Die Differenzierung in dieser Losung ist noch schirfer als bei
Verwendung von Nutrose.

Mannit-Bouillon. 10g Mannit, gelost in etwas Aqua dest., 50cem Lack-
muslésung, ad 1000cem Bouillon PH 7,5.

Mannit wird mit Aqua dest. aufgekocht und der Bouillon zusammen mit
der Lackmuslésung zugegeben. Die Lackmus-Mannit-Bouillon wird zu
6—8ccm in Rohrchen abgefillt und 30 Min. im Dampftopf sterilisiert. Die
Bakterien der Typhus-Paratyphus-Gruppe und meistens auch Coli réten den
Néhrboden. Faecal. alkalig. zeigt keine Veranderung oder schwache Blau-
ung; Kruse-Shiga, Y und Flexner verandern den Nahrboden nicht.

Lackmusmolke nach PETRUSCHKY. Magermilch wird zu gleichen Teilen
mit Wasser verdiinnt und auf 80—90° erhitzt. Wahrend der Erhitzung setzt
man tropfenweise soviel Salzsiure hinzu, bis das Casein vollstindig ausflockt.
Nach Filtration gibt man zur klaren Molke 10proz. Sodalésung bis der
Neutralpunkt erreicht ist. Die Molke wird nun 1—11 Std. im Dampftopf
sterilisiert und nochmals filtriert. Zum wasserklaren Filtrat setzt man 5%
Lackmuslésung und korrigiert nétigenfalls die Reaktion. Die Farbe der
Lackmusmolke muB violett sein.
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Die fertige Lackmusmolke wird auf Rohrchen zu je 5—7ccm abgefiillt
und an drei aufeinander folgenden Tagen je 15 Min. (fraktionierte Sterilisation)
oder einmal 30 Min. sterilisiert.

Typhus-Bakterien verursachen sehr geringe Tritbung und schwache Ré-
tung, Paratyphus A Bakt. geringe Triibung und Rétung, Paratyphus B
Tritbung und Rotung, nach einigen Tagen Aufhellung und Blauung. Bact.
Coli ruft starke Tritbung und Rétung hervor, Faecal. Alkalig. geringe Trii-
bung und Blauung, Ruhr Shiga-Kruse keine Triibung, geringe Rétung ; Ruhr
Flexner und Y verhalten sich wie Ruhr Shiga-Kruse.

Zur Befillung mit Lackmusmolke dirfen nur Reagensrohrchen aus
Jenaer Glas oder haufiger gebrauchte Réhrchen dienen, da neue Glassachen
leicht Alkali abgeben.

Es sei darauf hingewiesen, daf3 die Herstellung einer einwandfreien Lack-
musmolke nach PETRUSCEKY wegen der Verschiedenartigkeit der Milch
haufig miBlingt. Daherist es empfehlenswert, den Ndhrboden von der Firma
Kahlbaum, Berlin-Adlershof zu beziehen. Er ist durch Zusatz von Chloro-
form konserviert und gleich gebrauchsfertiz. Zur Verwendung wird auf
Réhrchen abgefiillt und 30 Min. im Dampftopf erhitzt.

Synthetische Lackmusmolke nach Serrz. 20g Milchzucker, 0,4g
Traubenzucker, 0,5g Dinatriumphosphat, 1g Ammoniumsulfat,
2g Natriumzitrat, 5g Kochsalz, 0,05g Pepton Witte, 0,1 g Azolitmin
(Kahlbaum), 1000ccm Aqua dest.

Die Salze werden durch kurzes Aufkochen in Aqua dest. geldst,
filtriert und das Filtrat wie unter ,, Lackmusmolke nach PETRUSCH-
KY‘‘ angegeben, abgefiillt und sterilisiert.

Wegen der GleichmaBigkeit, Billigkeit und einfachen Her-
stellung wird diese Lackmusmolke der von PETRUSCHKY ange-
gebenen vorgezogen, vor der sie weiter den Vorzug hat, daf ihre
Umschlagsgrenzen schirfer sind.

Rhamnosemolkenach BirTrER. Zur Differenzierung der Bakterien
der Paratyphusgruppe. 0,5g Dinatriumphosphat (Na,HPO,), 1g
Ammoniumsulfat, 2¢g Natriumzitrat, 5g Kochsalz, 0,05g Pepton
Witte, 10g Rhamnose (Merck) (auch 5g geniigen), 1000 ccm Aqua
dest.

Die Salze und Pepton werden ohne die Rhamnose in dem Aqua
dest. durch Aufkochen gelost. Die Losung wird filtriert und kann
nach ¥5stiindigem Erhitzen im Dampftopf Verwendung finden.
Da Rhamnose sehr teuer ist, wird sie nur der jeweils benétigten
Menge Molke zugesetzt, die man zweckméiBigerweise in alkalifreien
Patentflaschen vorritig halt. Zu je 100cem der Losung wird 1g
(oder nur0,5g) Rhamnose gegeben. Nach kurzem Aufkochen kann
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die Molke in Rohrchen zu 5cem abgefiillt und 30 Min. im Dampf-
topf sterilisiert werden.

Nach 15—24stiindiger Bebriittung setzt man den Kulturen je
zwei Tropfen einer 0,5 proz. alkoholischen Methylrotlésung (Methyl-
rot 0,5g, Alkohol 96proz. 100cem) als Indikator hinzu.

Paratyphus B (SCHOTTMULLER): meist ohne Saurebildung (In-
dikatorfarbe gelb), desgl.

Enteritidis Gartner und Suipestifer.

Enteritidis Breslau: Saurebildung (Indikatorfarbe rot).

Fuchsin-Glyzerin-Bouillon nach Stern. 100ccm gewdhnliche
Bouillon mit PH 7,8, 5—6 Tropfen alkoholische gesittigte Fuchsin-
Iosung (s. unter ,gesittigte Losungen®), 0,5cem einer 0,5 proz.
wiassrigen Chrysoidinlosung, lcem Glyzerin pur., 2cecm  einer
frisch hergestellten 10proz. Natriumsulfitlosung (Nay,SO;).

Nachdem die Bouillon auf den PH-Wert eingestellt ist, fiigt
man das Glyzerin, Fuchsin, Chrysoidin und die Natriumsulfitlosung
hinzu. Der Néahrboden stellt eine goldgelbe klare Losung dar, die
in der Wéarme rot wird, nach dem Abkiihlen jedoch wieder die
urspriingliche Farbe annimmt. Nach Filtration fiillt man die
Bouillon zu etwa 8ccm auf Rohrchen ab, die 30 Min. im Dampftopf
sterilisiert werden.

Unter Abschlu8 von Luft und Licht ist die Bouillon fast unbe-
grenzt haltbar. Bei Verschluf mit Wattestopfen rotet sie in etwa
14 Tagen spontan und wird unbrauchbar.

Der Fuchsin-Natriumsulfit-Indikator reagiert auf Aldehyde
durch Bildung einer roten Verbindung. Er zeigt die Spaltung von
Zucker vollkommener und schirfer als Lackmuslosung an, da hier-
bei Anfangs die Menge des Aldehyds gréfer ist als die der Saure.

Bact. suipestifer verandert die Losung nicht.

Enteritidis Gdrtner und Paratyphus B (SCHOTTMULLER) roten
nach drei Tagen, frither nur ausnahmsweise.

Fuchsin-Zucker-Bouillon nach STErN. Statt des Glyzerin kann
man der Bouillon je nach Art des Versuchs 0,5—1,0% Dextrose,
Laevulose, Galaktose, Maltose, Arabinose, Saccharose oder Xylose
zusetzen.

Trypsin-Bouillon dient zum Nachweis der Indolbildung. 10 g
Pepton, 5g Kochsalz, 1000ccm Aqua dest.

Die Losung wird in einem 2-1-Kolben zum Sieden erhitzt, der
Kolben mit einem Wattestopfen verschlossen, durch den ein Ther-
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mometer in die Flissigkeit ragt. Nach einstindigem Erhitzen im
Dampftopf ist auf PH 7,4—7,5 einzustellen und auf 40° abzukiihlen.

Dann werden 0,2g Trypsin (Griibler), 0,2g Dikaliumphosphat
(K, HPO,), 0,02g Magnesiumsulfat abgewogen, der auf 40° ab-
gekiihlten Briihe zugesetzt und bis zur Auflésung geschiittelt. Zur
Verhiitung bakterieller Verunreinigung fiigt man je 10 cem Chloro-
form und Toluol hinzu und stellt den Kolben nach grindlichem
Durchschiitteln in den 37°-Brutschrank. Nach einer Verdauungs-
zeit von 24 Std. ist das Pepton abgebaut.

Der Kolbeninhalt wird dann durch ein steriles, mit Aqua dest.
angefeuchtetes Faltenfilter filtriert (das nasse FlieBpapier halt das
Chloroform und das Toluol lingere Zeit zuriick), das Filtrat in
sterile Patentflaschen abgefiillt und unverschlossen 45 Min. im
Dampftopf sterilisiert.

Vor Licht geschiitzt aufgehoben ist es lange Zeit haltbar.

Da die Trypsinbouillon oft bis zur vierfachen Verdiinnung gute
Umschlage zeigt, stellt man vor Ingebrauchnahme einen Vorver-
such derart an, dafl man zu je zwei Rohrchen

a) 4ccm Trypsin-Bouillon und Occm 0,85 proz. NaCl-Losung

b) 3 ” 2 b4 2 l ” 0!85 ” 2 2
c) 2 ” ” ” ’ 2 »” 0’85 ” ” *
d) 1 ” 2 ” 2 3 ” 0’85 k24 ”” 2

gibt, die Rohrchen nach entsprechender Bezeichnung 15 Std. im
Dampftopf sterilisiert und nach dem Erkalten davon eines mit
Typhusbakterien und das andere mit Colibakterien beimpft. Nach
24 stiindiger Bebriitung wird dann tropfenweise Indolreagens hin-
zugesetzt. Nach Zugabe einiger Tropfen zeigen die mit Indol-
bildnern (Coli) beimpften Rohrchen eine deutliche Rosafarbung.
Die mit Typhus-Bakterien beimpften Rohrchen erscheinen leicht
gelb gefirbt (Eigenfarbe des Reagens). Die Verdiinnung, in dernach
dem Versuch der Indolnachweis noch ausreichend deutlich ist, kann
als Gebrauchsverdiinnung angesehen werden. Bei Bedarf wird die
vorritig gehaltene Trypsin-Stamm-Bouillon dementsprechend mit
0,85proz. NaCl-Losung verdiinnt, zu 3—4cem auf Rohrchen ab-
gefiillt und 45 Min. im Dampftopf sterilisiert.

Als Indikator zum Nachweis der Indolbildung benutzt man das

Reagens von Enrnica und Boame. 5g Paradimethylaminobenz-
aldehyd [(CH,),N - C;H, - CHO]J, 50ccm 96proz. Alkohol, 50cem
chem. reine Salzséiure DAB VI.
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Das Reagens lost sich in kurzer Zeit, jst goldgelb und dunkelt
bei lingerem Stehen etwas nach. Zum Gebrauch wird es in Tropf-
flaschchen gefiillt.

5—10 Tropfen auf 3-—4ccm beimpfte Trypsin-Bouillon geben
bei Indolgegenwart deutliche Rosafédrbung.

Indolbildner sind: Bact. Coli (reichlich), Ruhr Flexner (nach
3—5 Tagen), Ruhr Y (bisweilen nach mehreren Tagen).

Kein Indol bilden: Bact. typhi, paratyphi A und B, faecalis
alcaligenes und Ruhr Shiga-Kruse.

Trypsin-Bouillonnach M. Neisser und E. PrINGSHEIM. Autoren
nehmen Bouillon aus Liebigs Fleischextrakt (Lab-Lemko, s. dort).

Die fertige Bouillon wird auf PH 7,6—7,8 durch Zusatz von
Sodalésung alkalisiert in einem Kolben mit einem durch den
Wattestopfen hindurchragenden Thermometer versehen, sterili-
siert, auf 40° abgekiihlt und pro 1000ccm 0,2g Trysin Griibler,
10cem Chloroform und ebensoviel Toluol zugesetzt. Die Verdau-
ung und alles weitere erfolgt wie unter Trypsin-Bouillon angegeben.

Als Indikatoren benutzten Autoren das

Reagens zur Indolbestimnmung nach B. PriNesHEIM. 5g Para-
Dimethylamidobenzaldehyd, 50ccm Methylalkohol, 40ccm Acid.
hydrochloric. pur.

Die Verwendung der Bouillon und des Indikators ist die gleiche
wie unter Trypsin-Bouillon angegeben.

Kalium-Natrium-d-Tartrat-Nihrboden. Zur Differenzierung zwi-
schen Paratyphus B ScHorrTMULLER und Brespavl. 1g Kalium-
Natrium-d-Tartrat (Salz rechtsdrehender Weinsteinsaure), 100 ccm
Trypsinbouillon (Fleischextraktbouillon nach M. NEISSER und
PriNGSHEIM), 2,5cem einer 1 proz. Bromthymolblaulosung.

Das Tartrat wird in etwas Aqua dest. unter Erwirmung gelost
und der Bouillon zusammen mit der Bromthymolblaulésung zu-
gesetzt. Dann wird der Ndhrboden auf PH 7,4 eingestellt und in
der iiblichen Weise in Rohrchen abgefiillt und 25 Min. im Dampf-
topf sterilisiert.

Die Schottmiiller-Stimme bilden nach etwa 20stiindiger Be-
briitung Alkali und firben den Nihrboden blau.

Die Breslau-Stimme bilden Sidure, die einen Umschlag nach
gelb verursacht.

1 Zbl. Bakt. 122, S. 131.
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Als Reagens kann man auch eine 1proz. Bleiazetatlosung ver-
wenden, die nach dem Bebriiten der Bouillon zugesetzt wird.
Breslau-Stiémme zeigen nach einigen Tropfen wenig, Schottmiiller-
Stamme viel Bodensatz.

Die Bromthymolblaulésung stellt man her, indem man 1g der
Substanz (Merck) mit 32cecm 1/10 norm. NaOH im Achatmorser
verreibt, wobei man die NaOH-Losung tropfenweise zugibt und
die Losung schlieBlich mit frisch ausgekochtem Aqua dest. auf
1000 cecm auffiillt.

Das Kalium-Natrium-d-Tartrat erhdlt man bei Griibler und
Hollborn, Leipzig.

Mileh als Differenzialndhrboden. Verwendungfindet die Mager-
milch wie bei den Differenzialndhrboden fiir Streptokokken (s. die-
selben).

Bact. typhi und paratyphi A zeigen keine Gerinnung, paratyphi
B keine Gerinnung, nach 1-—3 Wochen Aufhellung; Bact. coli ver-
ursacht Gerinnung, Bact. faecalis alcaligenes keine Gerinnung,
manchmal Aufhellung. Rubr-Shiga-Kruse, Ruhr-Flexner und Y
zeigen keine Gerinnung.

6. Fliissige Nihrboden zum Nachweis von Colibakterien im
Trink wasser.

Traubenzucker-Pepton-Losung zur Bestimmung des Colititers.
a) Stammlisung: 100g Pepton, 100g Traubenzucker, 50g Koch-
salz, 1000ccm Aqua dest.

Die Substanzen werden mit dem Wasser in einem 2-1-Kolben
kurz aufgekocht und weiter 14 Std. im Dampftopf erhitzt. Nach
Filtration durch ein Faltenfilter wird in sterile Patentflaschen ab-
gefiilllt und 30—45 Min. im Dampftopf sterilisiert.

b) Gebrauchslisung: 1 Teil der Losung a wird mit 9 Teilen
Aqua dest. verdiinnt, filtriert, zu genaw 10cem in Rohrchen ab-
gefiillt und 3,—1I1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

Daneben fiillt man einige Rohrchen ebenfalls zu 10cem der
Losung a ab, die ebensolange im Dampftopf sterilisiert werden.

Zur Feststellung des Titers gibt man 1. 100cem des fraglichen
Trinkwassers in einem sterilen Kélbchen zu 10ccm der 109%igen
Néhrlosung a, 2. in einem Rohrchen 10cem Wasser mit 1cem der
1 9%, igen Néhrlésung, 3. als néchstes 1ccm Wasser in ein Rohr-
chen mit 10cem der 19, :gen Néhrlosung, 4. dem nachsten Rohr-

Attz-Hettche, Nihrbéden und Farben. 6
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chen mit 10 ccm der 1%, igen Nahrlosung wird 0,1 ccm Wasser zuge-
setzt. Ausgehend vondiesem Rohrchen werden weitere Verdiinnun-
gen(0,01 usw.) durch Ubertragen von 1ccem auf 9cem Bouillon und
Mischen durch Aufziehen mit der Pipette hergestellt. Die Pipetten
sind zu wechseln.

Fiir Trinkwasser geniigen Verdiinnungen bis 0,001ccm, Ab-
wasser muf3 bis 0,000 000 1 verdiinnt werden.

Coli wachst triibend und gasbildend ; um ihn sicher zu bestim-
men, werden von den verdidchtigen Rdohrchen Endoplatten an-
gelegt. Die kleinste Wassermenge aus der Colibazillen geziichtet
werden, ergibt den Titer. Zuweilen wird im vorletzten Rohr kein
Coli gefunden (z.B.in 100,0 und 1,0 Coli+, in 10,0—). Dann
wird dieses Rohr als Titerwert (also in 10,0 Coli) genommen.

Trypsin-Fleischextrakt-Pepton-Galle-Milchzucker-Lackmuslisung zur Be-
stimmung des Colititers im Trinkwasser. Lésung I: 50g Pepton Witte, 25g
Liebigs Fleischextrakt, 25g Kochsalz, 500cem filtrierte sterile Galle, 1g
Trypsin (Griibler), 5cem Chloroform, 1ccem Toluol. Lésung I1: 75g Milch-
zucker, 600 ccm Lackmuslésung.

Pepton, Fleischextrakt, Kochsalz und Galle werden in einem Kolben
aufgekocht, 30 Min. im Dampftopf weitererhitzt, dann filtriert und mit
normaler Sodalosung neutralisiert. Als Indikator verwendet man Lackmus-
papier. Uber den Lackmusneutralpunkt hinaus setzt man noch 3ccm
n-Sodalésung hinzu, kithlt dann auf 40° ab, setzt Trypsin, nach gutem
Durchschiitteln Chloroform und Toluol hinzu und stellt den Kolben zwecks
Andauens in den 37°-Brutschrank. Hier verbleibter 36 Std. Wahrend dieser
Zeit ist die Losung héufig zu schiitteln.

Es folgt dann Filtration durch ein mit Galle angefeuchtetes Faltenfilter,
Abfilllen in Patentflaschen und einstiindige Sterilisation im Dampftopf.
{Losung I.)

Milchzucker wird mit Lackmuslosung aufgekocht und 10 Min. im Dampf-
topf weitererhitzt, dann soviel Sodalésung zugesetzt, bis die Lackmusfarbe
den Neutralpunkt anzeigt. (Losung II.)

Zum Gebrauch werden 5 Teile Losung I mit 6 Teilen Lésung IT gemischt.
DieseStamml&sung wird wie die Traubenzuckerpept. z.T. 10fach (1 49 Aqua
dest.) verdiinnt, abgefiillt und sterilisiert und in derselben Weise angewandt.

Colibazillen verursachen Gasbildung und Rétung. Zur genauen Identifi-
zierung ist auch hier die Endoplatte erforderlich.

Pepton-Milechzucker-Azolitmin-Niihrboden zur Bestimmung des Colititers
im Trinkwasser. 25¢g Pepton, 10g Kochsalz, 50g Milchzucker, 1g Azolit-
min, 1000cem Aqua dest.

Die Substanzen werden durch kurzes Aufkochen gelést, 30 Min. im
Dampftopf sterilisiert, filtriert und falls notwendig, durch Zusatz von Soda-
losung neutralisiert. Die Farbe des Nahrbodens muB violett, nicht rot sein.
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Der filtrierte Nahrboden wird auf Patentflaschen abgefiillt und 45 Min.
im Dampftopf sterilisiert.

Auch dieser Nahrboden wird zum Gebrauch 10fach verdiinnt. Seine
Anwendung ist die gleiche wie die der Traubenzuckerpeptonlésung und
entsprechend auch das Abfiillen usw.

7. Fliissige Nihrboden fiir Tuberkelbazillen.
a) EiweiBhaltige Nihrbiden.

Glyzerinbouillon. Die gewohnliche Nahrbouillon wird mit 5%
Glyzerin versetzt und fiir humane Tbe.-Stdmme auf PH 6,3, fiir
bovine Stamme auf PH 6,5—6,8 eingestellt, dann auf Erlenmeyer-
koélbchen abgefiillt und 1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

Die Tuberkelbazillen wachsen in Form einer faltigen Haut auf
der Nahrbodenoberfliche, diese mufl daher méglichst grof3 sein.
Um das Untersinken der Kultur zu verhindern, kann man sterili-
sierte Korkstiickchen in die Néhrlosung hineinbringen und auf
diese die fortzuziichtende Kultur aufimpfen. Bei geniigender
Ubung und vorsichtiger Hantierung eriibrigt sich dieser Kunstgriff.

Eibouillon nach BesrkepxA und JupiLrLe. I. 1 Teil Eiereiweil,
10 Teile Aqua dest.; II. 1 Teil Eigelb, 10 Teile Aqua dest., etwas
Normal-Sodalésung; III. Peptonfreie Bouillon.

Moglichst frische Hithnereier werden mit heiBem Wasser und
Seife gereinigt, nach dem Trocknen in Spiritus getaucht und ab-
geflammt. Die Schale wird in der Mitte mit einem sterilen Messer
geknickt und Eiwei und Eigelb, jedes fiir sich getrennt, in sterile
Mensuren aufgefangen. Unter kraftigem Riihren mit einem sterilen
Glasstabe wird dem Eiwei3 nach und nach die 10fache Menge
Aqua dest. hinzugefiigt, sodann erfolgt Erhitzung auf 100°, Fil-
tration durch ein steriles Faltenfilter, Abfiillen in entsprechend
grof3e Kolben und einstiindige Sterilisation im Dampftopf.

Das Eigelb wird ebenfalls mit der 10fachen Menge Aqua dest.
verdiinnt; nach griindlichem Schiitteln in einem Kolben setzt man
tropfenweise n-Na,CO,-Losung hinzu, bisnach gutem Durchmischen
Klirung der Losung eintritt. Im allgemeinen geniigt lccm n-
Sodalésung auf 100cem Eigelbaufschwemmung. Die Aufschwem-
mung wird auf 100° erhitzt, dann filtriert und wie die EiweiBl6sung
abgefiillt und sterilisiert.

Die peptonfreie Bouillon stellt man sich aus Liebigs Fleisch-
extrakt her. Die Herstellung ist wie iiblich, nur 148t man das
Pepton fort und unterliBt den Alkalizusatz.

6*
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Zu 100 cecm Bouillon gibt man 20cem Eiweilosung und 5 bis
20 cem Eigelblosung.

Der Néahrboden kann kurz aufgekocht und filtriert werden. Der
optimale PH-Wert liegt bei 6,3. Der fertige Nahrboden wird dann
zu ca. 30cem in 100cem oder zu ca. 120cem auf 300cem Erlen-
meyerkolbchen abgefiillt und 1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

Bohnenwasser-Nihrboden nach LoweNsteIN. 1kg weiBe Bohnen
(Saubohnen), 101 Aqua dest., 0,5% Pepton, 0,5% XKochsalz,
4% Glyzerin.

Die Bohnen werden mit dem Aqua dest. iibergossen und 24 Std.
stehen gelassen, dann unter anhaltendem sorgfiltigen Riihren auf
offener Flamme solange gekocht, bis das Wasser ein gelblich-
triibes Aussehen annimmt. Die Masse wird durch ein Filtertuch
gegossen und dem Filtrat entsprechend den Prozentzahlen Pepton,
Kochsalz und Glyzerin zugesetzt. Nach einstiindiger Erhitzung
im Dampftopf wird klarfiltriert. Wenn nach mehrmaligem Fil-
trieren die Fliissigkeit nicht klar wird, muB mit EiweiB geklirt
werden (s. Klirung). Der PH-Wert wird vor der Klirung auf
6,3 eingestellt, der fertige Nahrboden auf Kélbchen abgefiillt (s. Ei-
bouillon nach BESREDKA und JUPILLE) und 1 Std. im Dampftopf
sterilisiert.

b) EiweiBfreie fliissige Ndhrboden fiir The.-Kulturen.

Niihrlosung nach Kuss. 7g Acid. citricum pur. cryst., 7 ccm Nor-
mal-Schwefelsdure, 1000 ccm Aqua dest., 7—8gKal. carbonic. pur.

Zitronensiaure, Schwefelsdure und Kaliumkarbonat werden zu
dem Wasser gegeben, aufgekocht und etwa 5 Min. sieden lassen
um das CO, auszutreiben. Inzwischen wiegt man folgende Salze ab:
4 g Calciumglycerophosphat, 1,5 g Magnesiumglycerophosphat,
0,4g Ferrum citricum oxydat., 12g Asparagin pur. cryst.
~ Die Salze werden in einen leeren 2-1-Kolben geschiittet und mit
der obigen heillen Losung iibergossen, dann setzt man 50 ccm
Glyzerin pur. hinzu und kocht auf. Nach Losung der Salze wird
auf 20° abgekiihlt und der PH-Wert auf 6,3 fir humane oder
6,5—6,8 fiir bovine Stimme eingestellt. Dann kann die Losung
filtriert, wie oben angegeben auf Kélbchen abgefiillt und 1 Std.
im Dampftopf sterilisiert werden.

Zur Korrektur des PH-Werts verwendet man 10proz. KOH.-
bzw. Zitronenséaure.
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Nébrlosung nach LockemMANN. 4g Monokaliumphosphat, 3g
Mononatriumphosphat, 0,6g Magnesiumsulfat, 2,5g Magnesium-
citrat, 5g Asparagin, 20g Glycerin pur., 1000ccm Aqua dest.

Die Salze und das Glyzerin werden in Aqua dest. gelost. Die
weitere Verarbeitung geschieht wie unter, Nahrlosung nach Kuss«
angegeben.

Néhrfliissigkeit nach PRoskAUER und Beck. 3,52 Ammonium-
karbonat, 1,3g Monokaliumphosphat, 250g Magnesiumsulfat,
15cem Glycerin pur., 1000cem Aqua dest.

Die Tuberkelbazillen entnehmen ihren Stickstoffbedarf bei
diesem Nahrboden aus dem kohlensauren Ammonium. Die Her-
stellung ist die gleiche wie bei der Néhrlosung nach LOCKEMANN.

Saponinzusatz fiir The.-Nédhrbiden. Manche Versuchsanord-
nungen machen es erforderlich, daf die wachsartige Hiille der
Tuberkelbazillen wihrend der Kultur aufweicht. Um dies zu er-
moglichen, setzt man dem Néhrboden 0,2% Saponin pur. (Merck)
hinzu. Der fertige Ndhrboden, der diesen Zusatz enthilt, kann
dann wie iiblich im Dampftopf sterilisiert werden.

Nahrboden zur Differenzierung von vergriinenden The.-Stimmen
nach Sauron. 4g Asparagin pur., 60g Glyzerin doppelt dest.
(spez. Gew. 1,26), 2g Zitronensaure chem. rein krist., 0,5g Kalium-
biphosphat, 0,5g Magnesiumsulfat chem. rein (von der Firma
Kahlbaum-Schering, Berlin), 0,05g Eisenammonium viride (von
der Fa. J.D. Riedel, Berlin), 1000ccm Aqua dest. (von der Fa.
Wolff-Calmbach, Berlin N4, Schréderstr. 14.

Die Chemikalien werden abgewogen, in der angegebenen Rei-
henfolge dem H,0 zugegeben und mit diesem aufgekocht. Nach
vollstandiger Losung wird der Niahrboden auf PH 7,2 eingestellt.
Zum Einstellen benutzt man 25proz. Ammoniak (Salmiakgeist
spez. Gewicht 0,910), das moglichst frisch sein muf3 (pro Liter
verbraucht man 2—25¢ccm). ZweckmiBig ist es, etwas,,Sauton
vor dem Alkalisieren in ein anderes Gefil zu tun, um, falls man zu-
viel Ammoniak hinzugesetzt hat, ausgleichen zu konnen, da Saure
nicht verwendet werden darf.

Der fertige Nahrboden wird in Kulturkélbchen abgefiillt und
1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

Der vom Reichgesundheitsamt empfohlene Nihrboden differen-
ziert zwischen vergriinenden und anderen Stimmen.
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8. Fliissige Nihrboden fiir pathogene Pilze.

Bouillon nach Sapouraup zur Erstziichtung (Milieu d’épreuve).
20g Pepton Witte oder Pepton Chassaing granuliert, 40g Maltose
oder Glukose, 1000ccm Wasser.

Pepton und Maltose bzw. Glukose werden mit etwas Wasser
iibergossen und in einem Kolben auf kleiner Flamme unter Schiit-
teln bis zur Auflésung erwirmt. Die Losung wird dann auf 1000 ccm
mit Wasser aufgefiillt und in den Autoklav gestellt. Sobald der
Druck = ¥ at erreicht hat (110°), wird die Beheizung am Autoklav
abgestellt und die Abkiihlung abgewartet. Der Nihrboden wird
dann klarfiltriert und in Kélbchen oder groBikalibrige Réhrchen
abgefiillt und entweder 1 Std. oder an 3 Tagen (fraktioniert) je
% Std. im Dampftopf sterilisiert.

Neutralisation des Nihrbodens ist nicht erforderlich, da er an
und fiir sich sauer reagiert und Pilzarten saure Reaktion bevor-
zugen, ihre Wachstumsoptimum 148t auch eine grole Breite beziig-
lich der PH-Zahl zu.

Zur Fortziichtung ist der Nahrboden weniger geeignet, weil
infolge des Zuckergehaltes die Kulturen leicht pleomorph (in der
Form veridndert) werden. Sie werden dann von einer weillen samt-
artigen Schicht tiberzogen.

Milieu de choix nach SaBouraup zur Erstziichtung. 10—20g
Pepton, 30—40g Glykose (Traubenzucker), 1000ccm Wasser.

Die Herstellung, Sterilisation usw. erfolgt wie bei ,,Milieu
d’épreuve ‘.

Fliissiger Nihrboden zur Fortziichtung (Milieu de conservation).
30g Pepton, 1000ccm Wasser.

Die Herstellung erfolgt wie bei Milieu d’épreuve.

In der Losung bleiben die Pilze langer formenbestindig.

DeutscherPilzziichtungsnihrboden nachGrirz zur Erstziichtung.
5g Pepton (Knoll), 80 g Nervinamalz (Knoll), 1000 ccm Wasser.

Das Pepton wird unter Erwdrmung in etwas Wasser gelost,
Nervinamalz wird dann zugesetzt und die Losung 1 Std. im Dampf-
topf erhitzt. Der Nihrboden mufB3 mehrmals filtriert werden, bis
er klar wird. Abfiillen und Sterilisation erfolgt wie bei den Sabou-
raud-Nahrboden.

Der Nahrboden ist in mancher Hinsicht dem Sabouraudschen
iiberlegen.
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Nihrboden zur Fortziichtung von pathog.Pilzen nach Grurz.
30g Pepton (Knoll), 1000ccm Wasser.

Die Herstellung erfolgt wie oben angegeben.

Der Néhrboden ist vollwertiger Ersatz fiir das Milieu de con-
servation.

Nihrboden nach Pravur fiir Ausgangskulturen. 10—20g Pepton,
10g Traubenzucker, 5cem Glyzerin, 5g Kochsalz, 1000 ccm Wasser.

Herstellung erfolgt wie bei Sabouraud.

Modifikation des Plautschen Nihrbodens nach Grurz. 5¢g
Pepton (Knoll), 10g Traubenzucker, 5cem Glyzerin, 5g Kochsalz,
1000 ccm Wasser.

Die Herstellung des Nahrbodens ist wie oben angegeben.

Statt 10g Traubenzucker konnen 60g Nervinamalz genommen
werden.

Glyzerin-Bouillon fiir pathog. Pilzarten. Gewohnliche Bouillon
PH 6,0—7,0 wird mit 2% Glyzerin versetzt und wie {iiblich in
Kulturgefifie abgefiillt und 1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

9. Fliissiger Nihrboden fiir Schimmelpilze.

Pflaumendekokt-Nihrboden. 100g getrocknete, entkernte Back-
pflaumen, 500ccm Aqua dest.

Die Pflaumen werden mit dem Aqua dest. in einem weithalsigen
Kolben 30 Min. im Dampftopf erhitzt. Die Masse wird aufein
groBes Filtertuch gegeben und ausgepreft. Die Preffliissigkeit
wird kurz aufgekocht und klarfiltriert. Das Filtrat wird je nach
Bedarf auf groBkalibrige Rohrchen oder Kolbchen abgefiillt und
1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

Brotbrei-Nihrboden fiir Schimmelpilze. Brot wird gerieben, in Erlen-
meyerkolben getan, mit soviel Wasser iibergossen, da ein halbfester Brei
entsteht. Nach dem Aufkochen wird, falls notwendig, Wasser nachgefiillt,
jedoch darf der Brei nicht zu weich sein. Die Brotbreikolben kénnen 1 Std.
bei 110° sterilisiert werden.

Traubenzucker-Bouillon fiir Schimmelpilze. Die gewohnliche
Niahrbouillon wird mit 1% Traubenzucker versetzt (Traubenzucker
wie iiblich in etwas Aqua dest. lsen), die PH-Zahl auf 5,5—6,5
eingestellt, dann in KulturgefaBe abgefiillt und 1 Std. im Dampf-
topf sterilisiert.
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10. Fliissige Nihrboden fiir Spirochiten.

Kaninchenserum nach UN¢éERMANN. Das Serum von jungen
Kaninchen wird steril gewonnen (s. Blut- bzw. Serumgewinnung)
und unverdiinnt, bzw. in einer Verdiinnung von 9 Teilen Serum
und 1 Teil physiologischer Kochsalzlosung oder besser Ringer-
losung (s. dieselbe) in Réhrchen von 5cm Lénge und 0,9cm lichte
Weite zu etwa 2/, voll abgefiillt. Die Rohrchen werden sogleich
mit sterilem Paraffinum liquidum tiberschichtet und im Wasserbad
30 Min. lang bei 58—+60° gehalten.

Die Rohrchen werden einige Tage zwecks Sterilitdtsprobe be-
briitet und sind dann gebrauchsfertig.

Der Nahrboden eignet sich zur Ziichtung der Spirochaeta
icterogenes, gallinarum, obermeieri und duttoni.

Serum-Bouillon nach MUHLENS, zur Ziichtung der Spirochaeta
pallida. Steriles, chloroformfreies Pferdeserum wird unter sterilen
Bedingungen in Reagensrohrchen abgefiillt und im Wasserbad bei
80° zum Gerinnen gebracht. Das koagulierte Serum wird mit einer
sterilen Ose zerstiickelt und die Stiickchen zu je 3—5 auf sterile
Reagensrohrchen verteilt.

Die Reagensrohrchen werden dann zu etwa drei Viertel mit
Serum-Bouillon (1 Teil Plerdeserum, 2 Teile Bouillon) befiillt und
zum Austreiben der Luft 1 Std. bei 60° im Wasserbad gehalten.

Zur Sterilitdatsprobe bebriitet man die Réhrchen einige Tage.

Kaninchenserumwasser nach Noeucur zur Ziichtung der Spiro-
chaeta pallida. 1 Teil steriles Kaninchenserum wird mit 3 Teilen
sterilem Aqua dest. gemischt, die Mischung unter sterilen Bedin-
gungen in Rohrchen (etwa 1% des Volums) abgefiillt und den
Rohrchen steril entnommene Kaninchenniere oder -hoden hinzu-
gesetzt. Die so beschickten Roéhrchen werden mit einer 3 cm
hohen Schicht Paraffinum liquidum iiberschichtet.

Nach erfolgter Sterilititsprobe sind die Rohrchengebrauchsfertig.

Fliissiger Nihrboden nach ArisTowsky und HoeLzer zur Ziich-
tung der Spirochaeta pallida. Steriles Kaninchenserum kann unver-
diinnt oder 2 Teile mit 1 Teil physiol. Na-Cl-Lésung verdiinnt ge-
nommen werden. Das Serum bzw. die Verdiinnung wird in Rohr-
chen abgefiillt (ca. % Vol.). In jedes Rohrchen wird unter sterilen
Kautelen 1 Stiickchen steril entnommener Kaninchenhoden oder
-hirn hinzugegeben und der Néhrboden 1 Std. bei 60° im Wasserbad
gehalten.
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An Stelle von Kaninchenserum kann auch sterile, chloroform-
freie Ascitesflissigkeit oder steriles Menschenserum genommen
werden. Ascitesfliissigkeit verwendet man unverdiinnt. Serum
kann wie oben 2:1 verdiinnt werden.

Es ist ratsam, an Stelle der physiologischen Kochsalzlésung
Normosallésung zu verwenden. Normosallésung darf nicht durch
Hitze sterilisiert werden, sie ist durch Filtration im Seitz- oder
Berkefeldfilter zu entkeimen.

Organstiickchen (Hoden oder Hirn) von normalen Kaninchen
sind zuzugeben.

Nach Fertigstellung ist mehrtagige Bebriitung zwecks Sterili-
tatsprobe angebracht. Nach Beimpfung empfiehlt sich Paraffin-
uberschichtung.

Fliissiger Nihrhoden zur Ziichtung der Spirochaeta dentium nach
HANs REerer. Normales Hammelserum steril gewonnen, wird 1:1
oder 2:1 mit einer 1proz. Normallosung (Normosallésung s. oben)
verdiinnt, steril in Réhrchen abgefiillt und diese mit Kaninchen-
oder Meerschweinchenhirnstiickchen versehen. Die Rohrchen wer-
den dann 24 Std. bei 50° gehalten und 1—2 Tage zur Sterilitats-
probe bebriitet.

Nihrboden fiir Spirochaeta recurrens. Normales Kaninchen-
serum wird wie bei Nihrboden nach ArRisTowsxY und HOELZER
angegeben mit einer 1proz. Normosallsung gemischt, mit Kanin-
chen- oder Meerschweinchenhirn versehen, 24 Std. bei 56 ° gehalten,
dann zwecks Sterilititsprobe bebriitet und vor dem Beimpfen
mit 1/,, des Volumens frischem sterilen Meerschweinchenblut ver-
setzt.

Kaninchenserumwasser zur Ziichtung des Spirochaeta ictero-
genes. Kaninchenserum wird steril gewonnen und in Erlenmeyer-
kolbchen vorritig gehalten. Reagensréhrechen werden mit je 3cem
Leitungswasser befiillt und im Autoklav sterilisiert. Gleichzeitig
sterilisiert man das zur Uberschichtung notwendige Paraffinum-
liquidum.

Vor dem Beimpfen gibt man zu jedem Rohrchen 0,1 cem des
sterilen Kaninchenserums. Nach Beimpfung erfolgt Uberschich-
tung mit Paraffinél, die aber auch unterbleiben kann.

Nach UnLeNuuT kann auch Blut oder Serum von infizierten
Menschen und Tieren zur Kultur der in ihm vorhandenen Spiro-
chaeten dem Leitungswasser zugegeben werden.
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11. Fliissige Nihrboden fiir apathogene Mikrobenarten.

Fliissiger Niithrboden fiir Zellulosebazillen. (Zur experimentellen Methan-
vergirung der Zellulose.) 1gsekundéres Kaliumphosphat, 0,5g Magnesium
sulfat, 1g Ammoniumsulfat oder Ammoniumphosphat, 0,056g Natr. chlorid,
1000ccm Aqua dest.

Nach Lésung in der Wirme wird filtriert, in Kulturgefie gefiillt und
1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

Nihrboden fiir Hefekulturen nach HEYDUCK. 100g Rohrzucker, 2,5¢g
Asparagin, 2,5g Trikaliumphosphat (K;3;PO,), 0,85g Magnesiumsulfat,
1000 ccm Aqua dest.

Verarbeitung wie oben.

Niihrboden fiir Hefekulturen nach HENNEBERG. 150g Rohrzucker, 5g
Pepton Witte, 5g saures Kaliumphosphat (KH,PO,), 2g Magnesium-
sulfat, 5g Kreide oder Natr. carbonat, ad 1000 ccm Aqua dest.

Verarbeitung wie oben.

Nihrlosung zum Nachweis von Salpeterreduktion nach GiLray. 2g Ka-
lium- oder Natriumnitrat, 5g Acid. citric. cryst. pur., 2g Magnesium-
sulfat, 2g Monokaliumphosphat, 0,2g Chlorkalzium, 2g Traubenzucker,
1000cecm Aqua dest. und eine Spur Eisenchlorid (1—2 Tropfen).

Verarbeitung wie oben.

Nihrlosung fiir Essighakterien nach HENNEBERG. 10g Liebigs Fleisch-
extrakt, 10g Pepton Witte, 30g Dextrose, 40g 96proz. Alkohol,
ad 1000 ccm Aqua dest.

Liebigs Fleischextrakt und Pepton werden in 900ccm Aqua dest. gelost,
1 Std. im Dampftopf erhitzt und filtriert. Dem klaren Filtrat wird die in
100cem Aqua dest. durch kurzes Aufkochen geléste Dextrose hinzugefiigt
und nach Abfiillen auf Kolben (abmessen!) 1 Std. im Dampftopf sterilisiert.
Nach dem Erkalten wird entsprechend der Menge den Kulturgefafen der
Alkohol zugegeben. Eine PH-Bestimmung findet nicht statt.

EiweiBfreier Nihrboden fiir Essigbakterien nach HENNEBERG. 3 g Ammo-
niumsulfat, 3g Monokaliumphosphat KH,PO,, 2g Magnesiumsulfat, 30g
Dextrose, 20ccem 96 proz. Alkohol, 1000cecm Aqua dest.

Die Salze werden in 900ccm Aqua dest. gelost. Die Losung wird filtriert
und auf 1000ccm Aqua dest. aufgefiillt, dann in Kulturgefale abgefiillt und
1 Std. im Dampftopf sterilisiert. Der Alkohol wird nach Sterilisation und
Abkiihlen der Losung zugegeben.

Niihrboden fiir Schnellessighakterien (Bact. Schiitzenbachi u. Bact.
curvum). 2g Ammoniumphosphat, 1g Ammoniumsulfat, 1g Monokalium-
phosphat (KH,PO,), 1g Magnesiumsulfat, 1000ccm Aqua dest.

Verarbeitung wie oben.

Peptonhaltiger Nihrboden fiir Schimmelpilze nach HENNEBERG. 10g
Pepton Witte, 2g saures phosphorsaures Ammonium, 2g salpetersaures
Kalium, 0,5g Magnesiumsulfat, 0,1g Chlorkalzium, 100g Traubenzucker,
ad 1000 ccm Aqua dest.

Herstellung und Sterilisation wie vorher.

EiweiBfreier Nithrboden fiir Schimmelpilze nach HENNEBERG. 2gsal-
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petersaures Kalium, lg saures Kaliumphosphat (KH,PO,), 0,5g Magne-
siumsulfat, 0,1g Chlorkalzium, 100g Rohrzucker, ad 1000ccm Aqua dest.

Herstellung und Sterilisation wie vorher.

Niihrlosung fiic Milchsiiurebakterien nach HENNEBERG. 10g Pepton
Witte, 3g Asparagin, 3g saures Kaliumphosphat (KH,PO,), 0,1g Magne-
siumsulfat, 50g Dextrose, ad 1000 ccm Aqua dest.

Herstellung usw. wie vorher.

Heteextrakt-Nihrboden fiir Milchsiiurebakterien nach HENNEBERG. 30g
Hefeextrakt, 200g Rohrzucker, ad 1000ccm Aqua dest.

Etwa 700cem Aqua dest. werden dem Hefeextrakt zugegeben und unter
Erwarmung zur Losung gebracht. Der Losung wird der Rohrzucker hinzu-
gesetzt und ca. 30 Min. im Dampftopf erhitzt. Dann kann mit Aqua dest.
auf 11 aufgefilllt und filtriert werden. Das Filtrat wird in Kulturgefille
abgefiillt und im Dampftopf 1 Std. sterilisiert.

Niihrlosung fiirEssigsiurebakterien nach JARNKE. 0,4 g Dikaliumphos-
phat (K,HPO,), 1,0g Diammoniumphosphat [(NH,),HPO,], 0,4 g Magnesium-
sulfat, 5 cem Glyzerin, 1 ¢ Bernsteinsaure, 30 ccm Athylalkohol, 1000 ccm
Aqua dest.

Die Salze werden in Aqua dest. geldst, der Néhrboden wird filtriert, in
KulturgefaBe abgefiillt, 1 Std. im Dampftopf sterilisiert und nach dem Er-
kalten entsprechend der Menge mit Alkohol versetzt.

Niihrboden fiir Bakterien, die Ammoniak zu Nitrat oxydieren, nach
WINOGRADSKY. 2g Ammoniumsulfat, 1g Dikaliumphosphat, 0,5g Ma-
gnesiumsulfat, 2g NaCl, 0,4g Eisenoxydul, 1000ccm Aqua dest. basisch-
kohlensaure Magnesia im UberschuB.

Die Herstellung ist den andern Nahrboden dieser Art entsprechend.

Niihrboden fiir Nitrobakterien, die Nitrite zu Nitraten oxydieren, nach
WINOGRADSKY. 1g Natriumnitrit, 0,5g Kaliumphosphat, 0,5g Magnesium-
sulfat, 1g kalzinierte Soda, 0,5g NaCl, 0,4g Ferrosulfat, 1000ccm Aqua
dest.

Herstellung wie vorher.

12. Physiologische Salzlgsungen.

Der Grad der Warme ist bekanntlich bedingt und abhéngig von
der Geschwindigkeit, mit der sich die Molekiile bewegen. Von den
Gasen ist bekannt, daB sie im abgeschlossenen Raum allseitig
den gleichen Druck (als Ausdruck ihrer Wirmeenergie) ausiiben.
Da sich die Bewegung aus einer Summe von EinzelstéBen zu-
sammensetzt, nennt man den entstehenden Druck auch ,,0smo-
tischen* Druck (von griechisch osmos = StoB). Wird ein gas-
haltiges Gefil geiffnet, so verteilt sich durch diesen osmotischen
Druck das in ihm enthaltene Gas in der Luft wie in einem luft-
leeren Raum vollig gleichméaBig.

Die gleichenVerhiltnisse findet man nun bei den in einer Fliissig-
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keit gelosten Salzen usw. Auch diese versuchen, Konzentrations-
unterschiede durch Diffusion auszugleichen. Die GesetzméfBig-
keiten dieser Erscheinung wurden durch Versuche mit halb- (d. h.
nur fiir die kleinen Wasser- und Salzmolekiile) durchlissigen Mem-
branen erkannt. Die Blase eines Tieres (z. B. vom Schwein) wird
an ihrer Offnung mit einem langen Glasrohr flissigkeitsdicht ver-
bunden und dann Zuckerlésung bis zu dieser Verbindungsstelle
eingefiillt. Taucht man die Blase in destilliertes Wasser, so kann
man im Verlauf einiger Stunden einen Anstieg der Zuckerlosung im
Rohr beobachten. Die Erscheinung beruht auf folgendem: Die
Zuckermolekiile iiben einen osmotischen Druck aus. Da es ihnen
nicht moglich ist, durch die Membran zu Stellen niederer Konzen-
tration (d.h. zum Aqua dest.) zu gelangen, wandert umgekehrt das
Aqua dest. durch die Membran. Da hierdurch die Flissigkeitsmenge
in derselben gesteigert wird, entweicht ein Teil der Fliissigkeit in
das Steigrohr. Der Vorgang kommt erst dann zum Stillstand,
wenn der Druck im Steigrohr gleich dem osmotischen Druck
geworden ist.

Befinden sich Blutkérperchen in einer Fliissigkeit, deren Gehalt
an Salzmolekiilen geringer ist als der einer ,,physiologischen‘‘ Salz-
lésung, so dringen Wassermolekiile in die Blutkérperchen ein.
Da aber hier kein Druckausgleich méglich ist, kommt es von einer
bestimmten Salzkonzentration an zu einem Platzen der Blutkorper-
zellen. Der Inhalt der Blutkérperchen vermischt sich mit der
Fliissigkeit und macht diese lackfarben.

Wird umgekehrt der Salzgehalt der Fliissigkeit hoher gewéhlt,
so tritt Wasser aus den Blutkérperchen in die Flissigkeit tiber.
Da sich hierbei der Inhalt der Blutkérperchen vermindert, zeigen
sie Schrumpfung: Stechapfelform.

Flissigkeiten gleicher Molekiilkonzentration, wie physiologische
Salzlésungen werden als ,,isotonisch *“, solche hoherer bzw. niederer
Konzentration als ,hyper- bzw. , hypotonisch* bezeichnet.

0,85proz. Kochsalzlosung. 8,5g chemisch reines Kochsalz wer-
den mit ca. 500ccm Aqua dest. gelost; durch Erwirmen wird die
Auflésung nur wenig beschleunigt. Die Losung wird dann bei 20°
auf 1000 cem mit Aqua dest. aufgefiillt, filtriert, in Patentflaschen
abgefiillt und 1 Std. im Dampftopf sterilisiert.

In der Bakteriologie wird die 0,85 proz. Na-Cl-Losung als ,,phy-
siologische Kochsalzlosung* bezeichnet.
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Physiologische Kochsalzlosung nach Vorschrift des DAB. VI.
9g Natriumchlorid chem. rein, 991 ccm Aqua dest.

Herstellung und Sterilisation wie oben DAB. VI — Deutsches
Arzneibuch, 6. Vorschriftensammlung.

Normosallosung. Normosal ist ein Salzgemisch, das aus den
Blutsalzen im normalen Verhéltnis zusammengestellt, und in zu-
geschmolzenen Ampullen geliefert wird. Die Ampullen sind in der
vorgeschriebenen Menge sterilen Aqua dest. kalt zu 16sen. Da Nor-
mosallésung nicht sterilisiert werden darf (die Salze geben hierbei
unerwiunschteReaktionen), mufB3 man,umsichereSterilitét zuhaben,
die Losung durch Seitz- oder Berkefeld-Filter filtrieren.

Ringer-Locke-Losung. 8g NaCl puriss., 0,2g KCl puriss.,
0,2g CaCl, puriss., 1,0g Dextrose puriss., 1000,0ccmm Aqua dest.

Die Salze und der Traubenzucker werden zum Aqua dest. ge-
geben, 30 Min. im Dampftopf erhitzt, dann filtriert und 1 Std. im
Dampftopf sterilisiert.

Unmittelbar vor Gebrauch wird die Losung durch Zusatz von

2% NaOH auf PH 7,6—7,8 eingestellt. Der PH-Wert bleibt, da

die Losung vollig ungepuffert ist, nur kurze Zeit konstant; er
andert sich bei jeder Sterilisation. Daher muf} die PH-Bestimmung
und -Korrektur unter sterilen Bedingungen erfolgen.

Die Losung ist isotonisch und entspricht den physiologischen
Verhéltnissen, Bakterien werden von ihr fast nicht geschadigt.

Tyrodelosung. 8g Kochsalz, 0,2g Kaliumchlorid, 0,2g Kal-
ziumchlorid, 0,2g Natriumbikarbonat, 0,05g Di-Natriumphosphat,
0,01 g Magnesiumchlorid, 1000g Aqua dest.

Die Substanzen sind #n der angegebenen Rethenfolge aufzulosen,
da sonst Phosphatniederschléige entstehen.

Zur Entkeimung wird durch Seitz- oder Berkefeld - Filter filtriert.

Zur Zichtung von Staphylokokken oder Streptokokken setzt
man der Tyrodelésung 0,5% Glykose hinzu.

IV. Halbstarre Nihrboden.

Halberstarrtes Pferdeserum. Steriles, frisches Pferdeserum ohne Chloro-
formzusatz, das durch Seitz- oder Berkefeld-Filter entkeimt ist, wird steril
auf Reagensrohrchen (zu 2/; ihres Volumens) abgefiillt. Um das Serum zu
inaktivieren, ist es im Wasserbad 1 Std. bei 56° zu halten; dann wird das
Wasserbad allméihlich auf 68—70° erwirmt und so lange auf dieser Tem-
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peratur gehalten, bis das Serum beim Neigen des Rohrchens nicht mehr
flieBt und opaleszent erscheint. Der fertige Nahrboden ist von halbstarrer
gallertartiger Konsistenz. Nach dem Abkiihlen erfolgt Sterilititsprobe durch
24stiindige Bebriitung.

Das Serum kamn zur Ziichtung anspruchsvoller Erreger (Scharlach,
Spirochaeten) dienen.

Halberstarrtes PferdeserumnachMUHLENS. Steriles Pferdeserum s. oben
wird in Erlenmeyerkolbchen abgefiillt und an drei aufeinander folgenden
Tagen je 115 Std. in den 58°-Brutschrank zum Inaktivieren und zur Er-
zielung sicherer Sterilitit gestellt. Das Serum wird dann in kleine etwa
8 cm hohe Reagenzrohrchen zu ca. 2/3 Volum. abgefillt. Die Rohrchen
werden mit vorher im Dampftopf sterilisierten Korkstopfen verschlossen und
bei 58—60° im Serumerstarrungsapparat zur Koagulation gebracht. Bei der
angegebenen Temperatur koaguliert das Serum in etwa 7—10 Stunden und
ist durchsichtig gallertiz. Vor Gebrauch werden die Rohrchen drei Tage
bei 37° bebriitet.

Halbstarres Pferdeserum nach SHMAMINE zur Ziichtung der Spirochaeta
pallida. In 200ccm sterilem Pferdeserum 16st man unter Schiitteln 1—1,5¢
ameisensaures oder besser nucleinsaures Natrium. Dann leitet man aus dem
Kippschen Apparat Kohlenssure ein; nach 2—3 Min. ist das Serum geklért
und wird in Reagensrohrchen in hoher Schicht steril abgefiillt. An drei
Tagen erhitzt man sie im Wasserbad je 1 Std. auf 60° und steigert am
vierten Tage die Temperatur vorsichtig auf 70°. Die Erstarrung des Serums
wird dabei unter dauernder Beobachtung zu drei verschiedenen Zeiten unter-
brochen, so daB man Nihrbéden von weicher, mittelharter und harter
Konsistenz erhalt. Der mittelharte und harte Nihrboden dient zur Ge-
winnung der Erstkultur aus dem Ausgangsmaterial, der weiche Néhrboden
zur Isolierung der Reinkultur.

Plerdeserum nachHATA zurZiichtung der Spirochaeta obermeijeri. Ste-
riles, frisch abgesetztes Serum eines gesunden Pferdes wird mit steriler,
physiol. Kochsalzlésung (1 Teil Serum zu 2 Teilen Kochsalzlésung) versetzt
und in sterile Rohrchen von 15—17mm Durchmesser in hoher Schicht ab-
gefiillt. Die Rohrchen werden dann im Wasserbade 3 Std. auf 58° gehalten.
Zum Schluf 148t man die Temperatur auf 70—71° steigen und halt die
Rohrehen noch 30 Min. bei dieser Temperatur. Nach dem Abkiihlen werden
in den halbstarren Nahrboden Stiickchen aseptisch entnommener Kanin-
chenniere oder 2—3 Stiickchen aseptisch gewonnener Speckhaut des Pferde-
blutkuchens von lcem GroBe versenkt. Das spirochitenhaltige Blut wird
in die Tiefe eingesat. Vor Gebrauch werden die Rohrchen einige Tage
zwecks Sterilitétsprobe bebriitet.

Y. Feste Nihrboden.

Allgemeines.
Wihrend die fliissigen Ndhrbéden hauptséchlich der Vermeh-
rung einzelner oder wachstumsschwacher Keime dienen, bedient
man sich zur Trennung der Bakterienarten der festen Nahrboden.
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Die Zusammensetzung ist im allgemeinen dieselbe, wie die der fliis-
sigen mit dem Unterschied, dafl noch erstarrende Mittel wie
Gelatine, Agar-Agar oder Eiweil, zugefiigt werden. Sofern das Ei-
weiBl dem Nahrboden die feste Konsistenz geben soll, wird es durch
Wiarme zum Erstarren gebracht. Durch verschiedene Zusitze,
z.B. Zuckerarten, Indikatoren, Chemikalien, Blut, Eiweifstoffe
u. dgl. und entsprechende Behandlung gewinnt man Spezialnihr-
béden, auf denen die Bakterien durch ihr unterschiedliches Ver-
halten besser differenziert werden konnen als in fliissigen Néhr-
boéden.

1. Gelatine-Nihrbioden.

Allgemeines iiber Gelatine. Zur Herstellung von Nahrboden
verwendet man reinste, weille (farblose) Speisegelatine, die aus
Hautabfillen und Knochen gewonnen wird. Sie ist wie Leim
amorph und enthilt nur einen Teil der im hochwertigen (z.B.
Fleisch-)Eiwei vorkommenden Aminoséuren. Von der Darstellung
her enthilt sie saure, schwefligsaure Salze, die aber, solange sie
in geringer Menge vorhanden sind, ohne Einflufl auf die Nahrboden-
qualitdt bleiben. Da die Gelatine zu den eiweiBihnlichen Kérpern
gehort, wird ihre Losung durch Erwirmen auf Siedehitze nicht
koaguliert. Nach dem Erkalten bildet die Losung eine elastische,
farblose, durchsichtige Masse, deren Gallerte um so fester wird, je
hoher ihr Gelatinegehalt ist.

Der Gelatinenihrboden enthilt im allgemeinen die Bestand-
teile der Nahrbouillon mit einem Zusatz von 10—15% Blatt-
gelatine. Der Vorteil des Gelatinenidhrbodens ist seine absolute
Durchsichtigkeit (im Gegensatz zu Agarnahrbéden, die immer eine
leichte kolloidale Triibung aufweisen). Der Nachteil gegeniiber
dem Agarnihrboden besteht darin, daB er schon bei rd. 25° ver-
fliissigt und deshalb zur Ziichtung bei Kérpertemperatur als fester
Nahrboden versagt. DenGelatinenihrboden verwendet man haupt-
siachlich zur Bestimmung der Keimzahl im Trinkwasser und auch
als Differenzialnihrboden zur Unterscheidung zwischen Gelatine-
verfliissigern und andern Keimarten. Die Kultur erfolgt im 22°-
Brutschrank.

Bei der Herstellung ist darauf zu achten, dal der Nahrboden
nach dem Zusatz der Blattgelatine moglichst schonend und wenig
erhitzt wird, weil durch hiufige und lingere Erhitzung die Gelier-
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féhigkeit des Nahrbodens herabgesetzt wird. Die Sterilisation des
Niahrbodens nach dem Gelatinezusatz darf daher niemals im Auto-
klav erfolgen. Nach der Sterilisation muf sofort in kaltem Wasser
abgekiithlt werden, wodurch der Néahrboden besser geliert. Ferner
ist zu beachten, daf zur Erzielung volliger Klarheit vor der Fil-
tration geklirt werden muB3; den besten Klireffekt erzielt man
durch Zusatz von zu Schaum geschlagenem Hiihnereiweill oder evtl.
von Serum (s. Klarung von Nahrbdden).

Gelatine-Nihrboden zur Bestimmung der Keimzahl im Trink-
wasser. Da der Nédhrboden qualitativ jedesmal gleichméBig aus-
fallen muf3, nimmt man statt des Fleischdekokts oder der Hottinger-
schen Verdauungsbriihe Liebigs Fleischextrakt (Lab-Lemko).

50g Lab-Lemko, 50g Pepton, 25g Kochsalz, 25—30g kristalli-
sierte Soda, 5 1 Leitungswasser.

Nach kurzem Aufkochen wird 30 Min. im Autoklav sterilisiert.
Nach dem Abkiihlen setzt man die Blattgelatine hinzu und kocht
unter dauerndem Riihren vorsichtig auf.

Da einerseits die Gelatine in ihrer Gelierfahigkeit wechselt,
andererseits in den Sommermonaten die Gelierfihigkeit geringer
ist als im Winter, soll der Gelatinezusatz in den Sommermonaten
13—15%, im Winter 10—12% betragen.

Nach dem Aufkochen und vélliger Losung der Blattgelatine
wird die Reaktion bestimmt und auf pH = 7,2 eingestellt. Die
Losung wird jetzt auf 50—55° abgekiihlt und geklirt.

Zum Kliren benétigt man ein Eierklar pro Liter (es kann aber
auch weniger sein). Die Eierschale wird mit heilem Seifenwasser
gereinigt; nach dem Abtrocknen taucht man das Ei in Brenn-
spiritus und flammt es ab. Die Eierschale wird zwischen den beiden
Polen geknickt und das Eierklar vom Eigelb in einer vorher mit
Spiritus ausgeflammten Schale aufgefangen. In dieser wird es mit
der gleichen Menge kaltem, méglichst sterilem Wassers versetzt
und dann entweder mitdem vorher abgeflammten Schneebesen
oder dem in gleicher Weise behandeltem Glasstab zu Eierschnee
geschlagen. Der inzwischen auf 50° abgekiihlten Nihrlosung wird
der Schnee zugesetzt und mit dieser gut verrithrt. Durch die nach-
folgende einstiindige Erhitzung im Dampftopf gerinnt das Eiweill
und bindet die triitbenden Bestandteile.

In der Zwischenzeit sterilisiert man sich die nétigen Filter
(Papierfilter) einschlieBlich Kolben und Abfiilltrichter im Dampf-
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topf oder Autoklav und filtriert den Néhrboden bei Zimmer-
temperatur. Man priift noch einmal den pH-Wert und korrigiert
ihn gegebenenfalls.

Die Gelatine wird mit dem sterilisierten Abfiilltrichter zu ca.
18ccm in sicher sterile Rohrchen gefiillt. Die Rohrchen werden
entweder einmal 45 Min. oder fraktioniert, an drei aufeinander-
folgenden Tagen je 20 Min. im Dampftopf (!) sterilisiert. Unmittel-
bar nach der Sterilisation stellt man die Sterilisiertrommel mit den
Rohrchen in kaltes Wasser und erneuert dieses 1—2mal, bis die
Rohrchen abgekiihlt sind. Dadurch wird die Gelierfahigkeit des
Néahrbodens erhoht.

Zum PlattenguB verfliissigt man die Gelatine durch Einstellen
der Rohrchen in ca. 45—50° warmes Wasser, nach kurzem Ab-
kithlen auf ca.30° giet man sie zu dem vorher in die Petrischale
gegebenen Untersuchungswasser und mischt durch mehrmaliges
Neigen. Die fertigen Platten stellt man bis zum Erstarren des
Nahrbodens in den Kiihlraum, dann in den Gelatinebrutschrank.

In Betrieben, wo groBere Mengen Gelatineplatten auf einmal
gebraucht werden, kann man statt der Réhrchen Kolben verwenden ;
die Behandlung ist die gleiche wie die der Rohrchen.

Durch mehrtigige Lagerung der Rohrchen im Kiihlraum kann
der Schmelzpunkt der Gelatine erhoht werden (29—30°).

Die Fa. Gehe & Co., Dresden, bringt unter der Bezeichnung
,,hon plusultra‘“ein Priparatin den Handel,dal bei vorsichtiger Be-
handlungeineGelatine mit einem Schmelzpunkt von 30—32°liefert.

Zuweilen, wenn auch selten, kommen Gelatinetafeln mit sehr
resistenten Keimen in den Handel, solche sind zur Nédhrboden-
herstellung unbrauchbar.

Gelatine aus Fleischwasser oder Hottingerbrithe. Wo der Gela-
tinendhrboden nicht zur Bestimmung der Keimzahl im Trinkwasser
Verwendung finden soll, kann man Fleischwasser oder Hottingers
Verdauungsbriihe an Stelle von Liebigs Fleischextrakt verwenden
(Herstellung s.dort). Die Menge des zuzusetzenden Peptons usw.
und die Herstellung ist im {ibrigen die gleiche wie im oben be-
schriebenen Néhrboden.

Die PH-Zahl hat man nach der zu ziichtenden Keimart einzu-
stellen. Soll die Gelatine zur Ziichtung von Choleravibrionen be-
nutzt werden, muf} die PH-Zahl 8,0—8,2 betragen, sonst allgemein
7,4—17,6.

Attz-Hettche, Nahrbdden und Farben. 7
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Fiir Stichkulturen, die zur Erkennung von Gelatineverfliissigern
dienen, brauchen die Rohrchen aus Ersparnisgrinden nur in etwa
6 cm hoher Schicht befiillt zu werden.

~ Gelatine fiir Leuchthakterien. Der Néahrboden wird genau so
hergestellt wie die Gelatine fiir die Bestimmung der Keimzahl im
Trinkwasser, nur nimmt man statt 0,5% 3,0% Kochsalz und stellt
die PH-Zahl auf 7,5—7,6 ein.

Kartoffelgelatine nach HorLz fiir Ty- und Ruhrbakterien. Gesunde Kar-
toffeln werden mit heiBem Wasser und Biirste gereinigt, dann geschilt und
auf einem Reibeisen zerriecben. Der Brei einschl. des Saftes wird auf ein
Tuch getan und ausgepreBt. Der Saft bleibt 24 Std. bei Zimmertemperatur
stehen und wird dann filtriert. Das Filtrat erhitzt man 30 Min. im Dampf-
topf, filtriert noch einmal und gibt 10% Blattgelatine hinzu. Die Mischung
wird ca. 50 Min. im Dampftopf erhitzt, dann klarfiltriert und auf pH 7,2—7,4
eingestellt. Bei der Zugabe von Alkali tritt haufig Ausflockung ein; man
erhitzt dann die Gelatine noch einmal kurze Zeit und filtriert. Zum Filtrieren
benutzt man sterile Filter (s. oben), die man fiir die evtl. Nachfiltration
aufhebt. Die Kartoffelgelatine wird dann in Réhrchen, wie oben angegeben,
abgefiillt und sterilisiert. Die Farbe ist dunkler als die der Gelatine. Nach
EisNer kann zur Verbesserung des Nahrbodens 1% Jodkali hinzugesetzt
werden.

Harngelatine nach PIoORKOWSKI fiir Typhusbakterien. 2—3 Tage alter
alkalischer Harn, dessen spez. Gewicht 1020 oder annihernd soviel betragt,
wird mit 0,5% Pepton und 3,5% Gelatine versetzt, dann wie iiblich ge-
kocht, filtriert, abgefiillt und sterilisiert. Auf diesem Nihrboden wachsen
die Typhusbakterien in charakteristischen Kolonien. Wihrend das Bact.
coli in runden gelblichen Kolonien mit scharfem Rand wichst, haben die
Typhusbakterien-Kolonien ein helles Zentrum und gezackten Rand.

Bierwiirzegelatine fir Schimmelpilze und Hefen. 1 1 klare Bierwiirze-
fliissigkeit wird mit 100g Blattgelatine versetzt und 5 Min. gekocht. Die
Losung wird filtriert, in sterile Kulturgefafle abgefiillt und ist nach Sterili-
sation (s. oben) gebrauchsfertig. Der Nahrboden wird nicht neutralisiert.

Pflaumendekoktgelatine fiir Schimmelpilze und Hefen. 500 g
getrocknete Pflaumen werden mit 500 ccm Wasser aufgekocht und
nach AbgieBlen nochmals mit 500 com Wasser erhitzt. Beide Ab-
kochungen werden gemischt und filtriert, das Filtrat mit 10%
Blattgelatine versetzt, etwa 5—10 Min. gekocht, dann filtriert, in
Kulturgefafle abgefiillt und in der fiir Gelatine iiblichen Weise
sterilisiert. Eine PH-Bestimmung ist fiir diesen Nahrboden nicht
erforderlich.
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2. Agar-Néihrboden.
a) Allgemeines iiber Agar.

Der Niahragar enthilt die Bestandteile der Nahrbouillon und
als gelierendes Mittel einen Zusatz von Agar-Agar. Waihrend die
Gelatinenahrboden meistens schon bei 25° verfliissigt werden, ver-
fliisssigt der Agarnihrboden in der Regel erst in der Néahe des
Siedepunktes des Wassers und erstarrt bei 40°, dann allerdings
ziemlich rasch. Somit sind Agarnédhrbéden zur Ziichtung von Mi-
kroben bei Korpertemperatur hervorragend geeignet und haben
die Gelatinenihrbéden bis auf einige Spezialzwecke verdrangt.

Agar-Agar besteht aus den getrockneten Fiden verschiedener
Meeresalgen. Auf Ceylon kommt die Algenart Gracilaria liche-
noides (auch Fucus amylaceus genannt), auf Java und Madagaskar
die Eucheuma spinosum vor. Je nach Ort und Herkunft schwanken
auch die einzelnen Werte der Agarbestandteile. Nach J. Konia
besteht der Agar aus: Wasser 19,56 %, Stickstoffsubstanz: 2,53 %,
Fett: 0,51 %, stickstofffreie Extraktstoffe:73,5% , Rohfaser: 0,45 %,
Asche: 3,43%. Der Gehalt an Stickstoffsubstanzen ist aber auch
bei den einzelnen Agararten sehr verschieden und erreicht biszul2%.

Die gallertebildende Kraft des Agars ist 6—10mal grofer als
die der Gelatine, sie beruht auf der pektinartigen Gelose, die aus
verschiedenen Kohlehydraten besteht. Da sie demnach von Ei-
weiB- und Leimsubstanzen vollig verschieden ist, kommt es bei
Agarnihrbiden niemals zu einer Verfliissigung durch peptonisie-
rende Bakterien.

Nach NEUBERG und OHLE wird bei der Salzsdurehydrolyse aus
dem Agar Schwefelsiure abgespalten, der Agar enthilt darnach
eine gepaarte Schwefelsiure. Bei Sauerwerden von Agarndhrbéden
(z.B. durch lingeres Stehen derselben im Licht) kann neben an-
deren Faktoren unter Umsténden abgespaltene, freie Schwefelsdure
beteiligt sein.

Der Agar kommt in Form von Féden, Stangen und auch pulve-
risiert in den Handel. Die beste Gallerte gibt im allgemeinen der
Stangenagar, die schlechteste der pulverisierte; auch in den drei
Formen gibt es ganz verschiedene Qualititen, wie auch die Preise
verschieden sind.

Die notwendige Konzentration schwankt je nach der Art des
Néhrbodens und der Qualitdt des Priparats zwischen 1—5%. Bei

7*
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Verwendung einer neuen Agarsorte ist es zweckmifBig, ihre Ge-
lierfahigkeit, den Erstarrungspunkt und die Loslichkeit vor In-
gebrauchnahme festzustellen. Hierzu stellt man sich eine 5proz.
Agarlosung mit 0,85proz. Kochsalzlosung her (256g Agar mit
500ccm NaCl-Losung). Beides wird zusammen in einem 1—2-1-
Kolben 1 Std. im Autoklav bei 1 at erhitzt, dann stellt man sich
durch Verdiinnung mit NaCl-Losung folgende Agarkonzentration
in 100-ccm-Kélbchen her: 1. 50cem 5proz. Agars, 2. 45 u. 5cem
NaCl-Losung = 4,5% Agar, 3. 40 und 10 NaCl-Losung = 4%,
4.35u. 15 NaCl-Losung = 3,5%, 5. 30 u.20 NaCl-Losung = 3%,
6.25u. 25 NaCl-Losung = 2,5%, 7.20u. 30 NaCl-Losung = 2%,
8.15 u. 35 NaCl-Losung = 1,5%, 9. 10 u. 40 NaCl-Losung = 1%
Agar. Nachdem man die einzelnen Kolbchen entsprechend be-
zeichnet hat, erhitzt man sie noch einmal 1 Std. im Autoklav und
giet dann von jedem Koélbchen zwei Probeplatten. In die eine
Platte gie3t man die iibliche Menge der Agarverdiinnung, in die
zweite gibt man 5cem Wasser und 15cem der Agarverdiinnung
hinzu. Nach dem Erstarren der Agarlésung priift man durch
Probestriche mit der Impfose, Spatel u.dgl.die Festigkeit der Ober-
fliche in den einzelnen Platten. Diejenige niedrigste Agarkonzen-
tration, die bei den Probestrichen intakt bleibt, gibt den Anhalts-
punkt fiir die Konzentration, in der die betreffende Agarsorte zu ver-
wenden ist. Der Zusatz des Wassers in der zweiten Platte gestattet
die Beurteilung, ob die betreffende Agarkonzentration auch nach
Zugabe von Serum, Ascitesfliissigkeit u. dgl. noch geniigende Ober-
flichenfestigkeit aufweist.

Durch stérkeres Erhitzen, besonders durch wiederholte Be-
handlung im Autoklav bei hoheren Temperaturen wird die Erstar-
rungsfahigkeit des Agars herabgesetzt. Es gibt aber Agarsorten,
die sehr schwer 16slich und ebenso schwer filtrierbar sind. Bei der
Verarbeitung solcher Agarsorten kann man sich so helfen, daf3 man
den Rosamschen Versuch anstellt, indem man den kleingefaserten
Fadenagar 5—10 Min. in 10proz. Essigsiure knetet und dann
wassert. Durch diese Sdurebehandlung kann man die Loslichkeit
des Agars verbessern, gleichzeitig auch die Filtration erleichtern
und den Erstarrungspunkt von 40° bis ca. 35° herabsetzen. Dabei
leidet aber in gewissem Grade die Erstarrungsfihigkeit des Nahr-
bodens.

Der nach Rosam mit Essigsdure behandelte Agar kann nach
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dem Auswissern wieder getrocknet werden, ohne die Eigenschaft
der besseren Loslichkeit einzubiiflen.

Im allgemeinen geniigt es, wenn man den Fadenagar vor der
Nihrbodenherstellung iiber Nacht einweicht. Arbeitet man mit
der Hottingerschen Verdauungsbriihe, dann ist es zweckmiBig, den
aufgeweichten Fadenagar der angesduerten Brithe hinzuzusetzen
und mit dieser vor der Alkalizugabe zu kochen. Schon diese
schwachsaure Reaktion begiinstigt die Loslichkeit des Agars und
erleichtert die Filtration.

b) Gewohnlicher Nidhragar.

Nahragar aus Fleischwasser. 5 1 Fleischsaft (Herstellung s. dort),
50g Pepton, 25g Kochsalz oder 15g NaCl und 10g K,HPO,, 125g
Agarfiaden.

Die Agarfiden werden einige Stunden, am besten iiber Nacht
in das Fleischwasser im Kochtopf eingeweicht; sie quellen dabei
auf und losen sich danach besser. Bei Agarsorten, die schwer
16slich sind, empfiehlt sich das Aufweichen in angesduertem Wasser
(s. Allgemeines tiber Agar). Man setzt dann den Topf aufs Feuer,
gibt das Pepton und Kochsalz hinzu und erhitzt unter stéandigem
Riihren mit einem Holzl6ffel bis zum Sieden. Wird an Stelle von
Kochsalz das NaCl-K,HPO,-Gemisch zugesetzt, so ist der Nahr-
boden gepuffert und zeigt nach der Einstellung weit gréere Kon-
stanz in bezug auf die PH-Zahl. Um die Klarfiltration des Néahr-
bodens zu erleichtern, kann man pro Liter ca. 1g Blattgelatine
hinzusetzen. Nach einer Kochzeit von ca. 10 Min. sind die Agar-
fiden gelost. Durch Zusatz von 10proz. Sodalésung, NaOH oder
KOH bringt man die Reaktion auf PH 7,5. Nach dem Alkalisieren
ist es zweckmaBig, den Nahrboden kurz noch einmal aufzukochen
und die PH-Zahl noch einmal nachzupriifen. Wahrend des Ko-
chens muB der Nahrboden dauernd geriihrt werden, weil er sonst
zu leicht ansetzt. Man kann den Agar statt auf freier Flamme auch
im Autoklav oder Dampftopf auflésen, hierbei treten aber Zeit-
verluste ein. Im Autoklav schiumt der Nihrboden auch sehr
leicht iiber.

Nachdem der Agar gelost ist, wird er filtriert. Dieses nimmt
man, um die dem Fadenagar anhaftenden hitzeresistenten Keime
zu zerstoren, im Autoklav bei 0,5—1 at Uberdruck vor. Zum
Filtrieren benutzt man Faltenfilter und Glas-, Emaille- oder Alu-
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miniumtrichter mit ca. 11Inhalt. Zur Schonung der Filterspitzen
legt man unter diese Gazelappchen von ca. 10gem. Die so vor-
bereiteten Filtriertrichter stellt man in 2-1-Kolben in den Autoklav,
beschickt die Filter mit dem zu filtrierenden Agar, fiillt, wenn
angdngig, nach ca. 5 Min. in die Filter noch einmal nach und
schliet den schon vorgeheizten Autoklav. Nachdem der Abdampf-
hahn das Entweichen der Luft durch kriftigen Dampfstrom an-
zeigt, dreht man ihn ab und 148t den Autoklav 40—50 Min.
brennen. Hierbei 1i8t man den Uberdruck tunlichst nicht iiber
1 at steigen, weil sonst der Nahrboden qualitativ ungiinstig be-
einflu3t und auch die Gelierfihigkeit des Agars herabgesetzt wird.
(Fir Zwecke der Nahrbodenbereitung muB} der Autoklav eine auto-
matische Reguliervorrichtung haben, die den Atmosphérendruck
automatisch einstellt.)

Nach Ablauf der Zeit wird die Beheizung unterbrochen und
man vereinigt nach dem Abkiihlen des Autoklaven die Filtrate in
einen Kolben von entsprechender GréBe. Nachdem die PH-Zahl be-
stimmt und evtl. korrigiert ist, wird der Agar in sterilisierte Kultur-
gefifle abgefiillt. Fiir Agarhochschichtréhren (Plattengu3, Anae-
robenziichtung) etwa 15—18ccm, fiir Schrigagar 7ccm. Zur Auf-
bewahrung, insbesondere zur Herstellung von Spezialnidhrboden
wird er in kleinere Kolben abgefullt.

Die befiillten Gefifle werden in der Regel 1 Std. im Dampftopf
nachsterilisiert und bis zum Verbrauch im Kihlschrank auf-
bewahrt.

Die Konzentration des Agars (Grammzahl des Rohagars pro
Liter) hat sich nach dem Zweck des Nahrbodens und nach der
Qualitdt der betreffenden Agarsorte zu richten. Auch die PH-Zahl
ist je nach dem Zweck des Ndhrbodens verschieden.

Die Filtration des Agars kann auch durch Wattefilter erfolgen.
Statt der Faltenfilter werden die Trichter (nachdem man iiber den
Tubus ein Gazeldppchen gelegt hat) mit einer fingerdicken Schicht
nicht entfetteter Watte ausgelegt, die aber nicht iiber den Trichter-
rand hinausreichen darf, da sonst der Nihrboden durch Heber-
wirkung {iiberliefe. Die Filtration verlduft schneller als durch
Papier, der Nahrboden ist aber meist nicht sehr klar. Um ihn dann
klar zu bekommen, ist eine Kldrung wie bei Gelatine (s. Kldrung
der Nahrboden) mit Eiweil usw. notwendig. Der geklirte Nahr-
boden kann auch durch Wattefilter klarfiltriert werden.
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Niihr-Agar aus Liebigs Fleischextrakt. Statt des Fleischwassers
oder der Hottingerschen Verdauungsbriihe benutzt man, beson-
ders in kleinen Laboratorien Liebigs Fleischextrakt (Lab-Lemko)
als Ausgangsmaterial fiir Agarnahrbdden.

51 Wasser, 50g Lab-Lemko, 50g Pepton, 25g Kochsalz oder
15g NaCl und 10g K,HPO,, 125g Fadenagar.

Der Fadenagar wird zerkleinert und im Emaille- oder Alumi-
niumkochtopf mit dem Wasser iibergossen und einige Stunden, am
besten iiber Nacht, quellen lassen. Dann kocht man unter Zugabe
von Lab-Lemko, Pepton und Salz unter Rithren den Nahrboden
auf und verfahrt genau so wie unter ,,Agar aus Fleischwasser
angegeben.

Sehr anspruchsvolle Bakterien gedeihen auf dem Fleischwasser-
oder Hottinger-Agar besser.

Néhr-Agar aus Hottingers Verdauungsbriihe. 400g Fidenagar,
3 1 Hottingerbriihe, 240g Pepton fliissig, 360 ccm gesattigte Vieh-
salzlosung mit 5% K,;HPO,, 15g kristallisierte Soda, 15g Kalium
hydricum zusammen in etwa 300 ccm H,0 gelost, Wasser ad 16 Liter.

Der Fadenagar wird nach dem Zerkleinern im offenen Emailtopf
mit der Hottingerbriihe iibergossen; falls die Fliissigkeit die Agar-
faden nicht ganz deckt, kann man 1—2 1 Wasser zugeben. Nach-
dem die Agarfiden aufgeweicht sind (am besten 143t man den Agar
uber Nacht weichen), setzt man den Topf aufs Feuer und erwirmt
den Agar unter Zugabe von weiteren 5—6 1 Wasser unter Riihren
bis zum Aufkochen. Nach dem Aufkochen stellt man die Flamme
kleiner und kocht 10—15 Min. lang bis die Agarfdden vollstandig
gelost sind, dann gibt man das Pepton, die gesattigte Viehsalz-
16sung mit 5% Dikaliumphosphat und evtl. 5—6 Blatt Gelatine
hinzu. Man riihrt noch einmal gut durch und versetzt vorsichtig
mit Na,CO; und KOH. SchlieBlich fiigt man die bis zu 16 Litern
(Marke im Kochtopf) notwendige Menge Wasser heifl hinzu, kocht
noch einmal auf, bringt die PH-Zahl auf 7,5, filtriert und verfahrt
ebenso wie bei Agar aus Fleischwasser beschrieben wurde.

Die Alkalimenge richtet sich nach dem jeweiligen Séduregrad der
Hottingerbrithe und der gewiinschten PH-Zahl. Man kann statt
Na,CO,; und KOH auch eines von beiden in entsprechend groferer
Menge oder auch NaOH verwenden. Der PH-Wert muf3 nach der
Filtration vor dem weiteren Verarbeiten des Nahrbodens noch
einmal kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert werden.
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Sehrégagar. Der fertige Néhragar wird nach Bestimmung bzw.
Einstellung der PH-Zahl in sterile mit Wattestopfen versehene
Reagensrohrchen zu etwa 7—8 cem abgefiillt. Beim Schraglegen
des Rohrchens mufl am Boden eine kleine Kuppe bleiben und das
obere Ende der Schrigfliche etwa 2—3 cem vor dem Wattestopfen
aufhéren. Die mit der entsprechenden Agarmenge befiillten Rohr-
chen werden aufrecht in eine Sterilisiertrommel gestellt und 1 Std.
im Dampftopf sterilisiert. Gleich nach der Sterilisation legt man
die Rohrchen mit dem oberen Ende auf einen etwa 7 mm starken
Glasstab auf dem Tisch aus und 148t sie in dieser Lage erstarren.
Zur Aufbewahrung im Kithlraum werden sie dann aufrecht in
einen Behélter gestellt.

ZweckmaBig ist es, nur einen Teil der abgefillten Rohrchen
schriag auszulegen, etwa den Bedarf fiir 2—3 Tage, weil beim
lingeren Stehen das , Kondenswasser‘ (besser Quetschwasser ge-
nannt) verdunstet, und die Réhrchen dann fiir manche Zwecke
nicht mehr brauchbar sind. Den tibrigen Teil der sterilisierten
Réhrchen 148t man aufrecht gestellt erstarren und 16st davon bei
Bedarf die entsprechende Anzahl im Wasserbade bei Siedetempe-
ratur auf, um sie dann schrég zu legen. Auf diese Weise kann man
in einem Arbeitsgange den Bedarf von Agarschrigrohrchen fiir
mehrere Wochen abfiillen und sie doch mit Kondenswasser auf den
Arbeitsplatz liefern.

Beim Einfiillen der Réhrchen ist darauf zu achten, daf3 der
obere Teil nicht mit Nahrboden benetzt wird.

Agar-Platten. Zur Herstellung von Agarplatten finden im allge-
meinen Petrischalen Verwendung. Die Unterschale derselben hat
gewOhnlich einen Durchmesser von 9 cm. Je nach dem Zweck, zu
dem eine solche Kulturschale dienen soll, sind die Petrischalen
groBer oder kleiner im Durchmesser und in der Hohe.

Die Petrischalen werden im Trockensterilisator entkeimt und
nach dem Abkiihlen auf den Tisch mit dem Deckel nach oben
ausgelegt. Sind nur einige Platten herzustellen, so verfliissigt man
den Inhalt mehrerer Agarhochschicht-Réhrchen und gieft von
jedem Rohrchen je eine Platte. Wo eine groBere Anzahl von
Platten auf einmal benétigt wird, 16st man die entsprechende Nahr-
bodenmenge im Kolben auf. GroBere als 1-1-Kolben sind unhand-
lich und erschweren die Arbeit des GieBens. Man hélt die Kolben
entsprechender Grofe mit Agar befiillt und sterilisiert vorratig, um
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sie bei Bedarf nach Erwdrmung im Dampftopf oder Wasserbad
vergieflen zu kénnen. Um eine Platte von 9 cm Durchmesser in
normaler Dicke zu gieBen, braucht man ca. 18 ccm Agar. Auf
einer zu diinnen Nibhrbodenschicht gedeihen die Bakterien zu
schlecht. Beim Gielen der Platten achtet man darauf, daB indem
Raum kein Staub entwickelt wird. Zugluft, offene Fenster oder
Tiiren sind zu vermeiden. Der Tisch wird, bevor die Platten aus-
gelegt werden, mit einem nassen Lappen evtl. mit einer desinfizie-
renden Losung abgewischt. Sprechen und Hineinhauchen in die
Petrischale ist streng zu vermeiden. Falls sich auf der Nahrboden-
flache Luftblasen bilden, kann man diese durch die Bunsenbrenner-
flamme zerstoren.

Die Kondenswasserbildung kann man dadurch stark einschréin-
ken, daf3 man den Nahrboden vor dem GieBen auf ca. 50° abkiihlt.
Zum Abkiihlen stellt man den Agarkolben stets in warmes Wasser
(nicht unter 40°), weil in kaltem Wasser der Agar an den Kolben-
winden gerinnt, wihrend er im Innern noch heil bleibt. Deshalb
ist wihrend des Abkiihlens héufiges Durchschiitteln angezeigt.

Die gegossenen Agarplatten werden nach dem Erstarren im
Eisschrank aufbewahrt, vor dem Gebrauch getrocknet und dann
beimpft. Wo spezielle Trockenschrinke, Exsikkatoren u. dgl. nicht
zur Verfiigung stehen, kann man die Platten im Brutschrank
trocknen. Hierzu legt man sie mit der Nahrbodenschicht nach
oben, dachziegelartig auf FlieBpapier iibereinander.

¢) Agarnihrbiden zur Ziichtung und Differenzierung von
Eiterbakterien.

Traubenzuckeragar 2proz. Pro 100 ccm Nahrboden, die be-
notigt werden, wiegt man 2 g Traubenzucker ab, 16st ihn in einem
Erlenmeyerkélbchen unter Zusatz von Aqua dest. durch kurzes
Aufkochen auf, setzt die Losung dem fertigen abgemessenen Néhr-
agar hinzu, schiittelt durch und fiillt den Traubenzuckeragar ent-
weder in Rohrchen zu Schragagar usw. ab, die dann im Dampftopf
nachsterilisiert werden; oder, falls der Nahrboden zum Platten-
gielen verwendet werden soll, sterilisiert man ihn im ganzen nach
und gief3t die Platten in der iiblichen Weise.

Ascitesagar-Platten zur Ziichtung von Streptokokken, Pneumo-
kokken, Meningokokken, Gonokokken usw. Uber Gewinnung und
Konservierung von Ascitesfliissigkeit s. unter Gewinnung usw.
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Fiir Streptokokken und Pneumokokken geniigt im allgemeinen ein
Zusatz von 10 % zum Agar. Fiir Meningokokken und insbesondere
fiir Gonokokken ist ein Zusatz von 25—30% notwendig. Fiir Gono-
kokken nimmt man besonders dann, wenn die Ascitesfliissigkeit
schon lange steht, bis zu 50%. In solchen Fillen muBl der Agar
hohere Konzentrationen haben (4% ).

Der fertige Nahragar mit einem PH-Wert von 7,5 wird auf-
gelost, entsprechend der zu gieBenden Plattenzahl abgemessen
(z.B.: Es sollen 20 Platten Ascitesagar 10proz. gegossen werden.
Die Platte zu 20 ccm =400 ccm Néahrboden = 360 ccm Néhr-
agar + 40 ccm Ascitesfliissigkeit), in einem Kolben von entspre-
chender GroBe sterilisiert und dann auf etwa 50° abgekiihlt. Es
erfolgt dann die Zugabe der Ascitesfliissigkeit, die mit dem Agar
durchgemischt wird. Der Nihrboden wird wie der gewohnliche
Agar in Platten gegossen. Zwecks Dosierung der Ascitesfliissigkeit
werden Vollpipetten von entsprechendem Volumen mit sterilisiert.
Zur Kontrolle der Temperatur kann man in den Agarkolben vor
dem Sterilisieren durch den Wattestopfen ein Thermometer in den
Agar hineinragen lassen. Das Abkiihlen des Agars erfolgt durch
Einstellen des Kolbens in warmes Wasser von ca. 40°. Die Tempe-
rierung des Agars ist wichtig, weil das Eiweil der Ascitesfliissigkeit
bei iiber 55° gerinnen wiirde, andererseits der auf 40° abgekiihlte
Agar schnell erstarrt. Beieiniger Ubung kann man auf das Thermo-
meter verzichten, man taxiert die Warme durch Beriihrung mit der
Hand.

Werden nur einige wenige Platten gebraucht, so kann man Agar
in entsprechender Menge in R6hrchen abgefiillt, also zu 18 cem
fir 10 proz. Ascitesagar, zu 16 ccm fiir 20 proz. usw. vorratig halten,
diese werden bei Bedarf im Wasserbade gelost und daselbst auf 50°
abgekiihlt. In die zum GieBen bestimmten Petrischalen gibt man
mit der sterilen Pipette die entsprechende Menge Ascitesfliissigkeit
(hier also 2 bzw. 4 ccm) und gieBt den Inhalt der Agarréhrchen
hinzu. Durch mehrmaliges Hin- und Herneigen der Platte mischt
man die Fliissigkeit mit dem Néahragar und 148t den Nahrboden
erstarren.

Ascites-Schrigagar-Rohrchen. Je nach dem Zweck fiir den der
Nihrboden gebraucht wird, setzt man dem Agar 10—50 % Ascites-
flissigkeit hinzu, genau so wie fiir Ascitesagarplatten. Zusammen
mit der abgemessenen Agarmenge sterilisiert man einen Warm-
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wassertrichter mit Abfiillhahn und eine Vollpipette von entspre-
chendem Volumen im Dampftopf. Nach der Sterilisation wird der
Agar auf ca. 50° abgekiihlt (s. oben), die Ascitesfliissigkeit mit der
Pipette zugesetzt und der Nahrboden nach Durchschiitteln mit dem
Abfiilltrichter in sterile R6hrchen abgefiillt, die sofort schrig gelegt
werden missen. Um ein Erkalten des Nahrbodens wiéhrend des
Abfiillens zu verhindern, giet man in die Offnung des metallenen
Trichters warmes Wasser von ca. 50°, das wihrend des Abfiillens
gegebenenfalls mit dem Bunsenbrenner nacherhitzt werden kann.
Es ist zweckmafig, beim Abfiillen die Rohrchenmiindung nach dem
Abziehen des Wattestopfens und vor dem WiederschlieBen kurz
durch die Flamme zu ziehen, um evtl. anhaftende Luftkeime un-
schadlich zu machen. Das Abfiillen selbst mul besonders vor-
sichtig erfolgen, weil die befiillten Réhrchen nicht mehr sterilisiert
werden diirfen.

‘Wo nur wenige Rohrchen bendétigt werden, kann man gewohn-
liche Agarschrigrohrchen auflosen, auf 50° im Wasserbad ab-
kiithlen, und mit einer sterilen Pipette eine entsprechende Menge
Ascitesfliissigkeit zugeben. Nach Zugabe der Ascitesfliissigkeit
neigt man die Rohrchen einige Male, um ein gutes Durchmischen
zu erreichen und legt sie dann in der iiblichen Weise schrig
aus.

Vor dem Beimpfen priift man die Rohrchen durch 24 stiindiges
Bebriiten auf Sterilitat.

Serumagar-Platten und -Schrigrohren. Serumagar wird genau
so hergestellt wie Ascitesagar. Uber Gewinnung und Konservie-
rung des Serums s. dort. Fiir Strepto- und Pneumokokken geniigt
ein Zusatz von 10—15% Pferde-, Rinder- oder Hammelserum. Fiir
Gonokokken und Meningokokken braucht man Menschenserum,
von dem man 15—20% zum Agar hinzusetzt.

Blutagar. Die Herstellung von Blutagar erfolgt in derselben
Weise, wie die des Ascites oder Serumagars. Zur Differenzierung
der himolysierenden von den nicht himolysierenden Streptokokken
nimmt man 8—10% Blut zum Nahragar, zur Ziichtung von Anag-
robiern 15—20%. Zur Feststellung der Himolyse bei Strepto-
kokken wird Menschenblut sowie Kaninchen-, Hammel-, Rinder-
oder Pferdeblut verwendet. Am leichtesten wird Kaninchenblut
hamolysiert. Wo es méglich ist, das Menschen- oder Tierblut direkt
aus der Vene in dem Agar flieBen zu lassen, verfahrt man so, daf3



108 Niéhrbodentechnik.

man ein Gefd (Erlenmeyerkolben) mit der benétigten Menge Agar
befiillt, z. B. 500 ccm, den Meniskus an der Kolbenwand markiert
und 5, 10 oder mehr (im Beispiel 25, 50 ccm) abgieft. Man sterili-
siert den Agar in dem so geeichten Kolben, 148t ihn auf ca. 45°
abkithlen und hélt ihn im Wasserbade bei dieser Temperatur. Ist
die Punktion des Blutspenders gelungen, so 1it man das Blut bis
zum Markenstrich des Kolbens in den Agar hineinflieBen. Dal
diese Prozedur unter streng aseptischen Bedingungen zu erfolgen
hat, ist selbstverstindlich. Nachdem man durch vorsichtiges
Schwenken des Kolbens eine gute Durchmischung von Blut und
Agar erreicht hat, gieBt man ihn in Platten in der vorher an-
gegebenen Weise aus, oder fiillt ihn wie den Ascitesagar in Schrég-
réhren ab. Die Schragrohrchen miissen gleich ausgelegt und diirfen
nicht sterilisiert werden.

Wo Blutspender nicht zur Verfiigung stehen, benutzt man
defibriniertes Blut. (Uber Gewinnung s. dort.) Zu der abgemes-
senen, verfliissigten, auf 50° abgekiihlten Agarmenge setzt man
in der Regel 10% defibriniertes Blut mit der sterilen Pipette hinzu,
und verfahrt dann so, wie oben angegeben.

Blutagar nach Bievive zur Ziichtung von Pneumokokken. 20ccm
dest. Wasser, 40 ccm defibriniertes Blut (Rinder-, Pferde- oder
Hammelblut), 60 ccm 3proz. Nahragar PH 7,5. Das Aqua dest.
wird im Autoklav oder Dampftopf sterilisiert, auf etwa 55° ab-
gekiihlt mit der angegebenen Menge des Blutes gemischt und dem
gelosten auf 50—60° abgekiihlten Agar zugesetzt. Nach vorsich-
tigem Durchschiitteln giet man Platten oder fiillt unter den bei
Ascitesagar angegebenen Bedingungen auf Rohrchen ab. Die Rohr-
chen diirfen nicht sterilisiert werden.

Blutagar nach Grirrira fiir Pneumokokken. 25 ccm defibri-
niertes Pferde- oder Rinderblut, 0,5 ccm Chloroform, 25 cem
inaktives Pferdeserum, 500 ccm 2,5 proz. Nahragar PH 7,5. Das
defibrinierte Blut wird in einem FErlenmeyerkilbchen mit dem
Chloroform solange geschiittelt bis die Masse braun erscheint. Das
Serum verteilt man in Reagensrohrchen und inaktiviert es 30 Min.
bei 56° im Wasserbad.

Der Agar wird verfliissigt, auf 50—60° abgekiihlt und mit dem
Blut und dem Serum gemischt. Das Durchschiitteln erfolgt lang-
sam, damit Schaumbildung vermieden wird, dennoch muf} auf gute
Durchmischung geachtet werden.



Agar-Néahrboden. 109

Der Nahrboden wird in Platten gegossen oder wie Ascitesschrag-
agar in Rohrchen abgefiillt.

Blutrostplatte nach WETHMAR. Zur Zichtung von Influenza-
bazillen, Meningokokken, Gonokokken usw.

Die gewohnliche 10 proz. Blutagarplatte (Herstellung s. ,,Blut-
agar‘‘), die 20 ccm Nihrboden enthalten muf, also recht dick ge-
gossen ist, wird 13 Std. in den 60°-Schrank gestellt. Sie nimmt
dabei einen burgunderroten Farbton, dhnlich der Pilonplatte, an.
Bei liangerem Rosten wird die Platte schokoladenbraun und ist
nicht mehr transparent. Obwohl hierdurch das Bakterienwachstum
nicht beeintrichtigt wird, ist dieser Farbton wegen der schlechten
Durchsicht von Nachteil. Nach dem RostprozeB ist die Platte sofort
gebrauchsfihig und im Eisschrank aufbewahrt einige Tage haltbar.

Fiir Gonokokkenkulturen ist Menschenblut zweckméBiger. Bei
der Herstellung ist darauf zu achten, da der Ndhrboden 10% Blut
enthélt und die Platte geniigend dickschichtig gegossen ist, weil zu
diinne Nihrbodenschichten zu schnell austrocknen und dann
schlechtes Wachstum ergeben. Zum Roésten kénnen Blutplatten,
die eine Woche und linger im Eisschrank gestanden haben, ver-
wandt werden.

Die Rostdauer hingt von der Temperatur des Thermostaten ab.
Bei 58° dauert der ProzeB3 etwa 13/, Std., bei 62° etwa 11/, Std. Um
den richtigen Zeitpunkt abzupassen, muf man die Platten be-
obachten.

Taubenblutagar nach PreIrFer fiir Influenzabazillen. Mit einer
Rekordspritze und einer sehr diinnen Kaniile entnimmt man aus
der Fliigelvene einer Taube unter vorangehender griindlicher Des-
infektion mit Jodtinktur und Alkohol soviel Blut wie man fiir die
benostigte Plattenzahl braucht.

Das Blut wird zu 2—4 Tropfen pro Platte auf die gebrauchs-
fertigen erstarrten Agarplatten PH 7,5 verteilt. Die Platten miissen
vor der Blutentnahme bereitstehen. Gleich nach der Verteilung
wird das Blut mit der sterilen Platintse oder mit dem ausgekochten
Glasspatel auf der Oberfliche der Platte verrieben. Die so be-
handelte Platte ist dann zum Beimpfen fertig. Fiir Fortziichtung
von Reinkulturen ist es angebracht, die Platten zwecks Sterilitéits-
probe 24 Std. zu bebriiten.

Uppiges Wachstum erhélt man, wenn man dem Agar, der auf
50° abgekiihlt ist, ca. 5% durch Gefrieren und Wiederauftauen
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lackfarben gemachtes Blut zusetzt und davon Platten gieBt. Bei
Bedarf groBerer Mengen Taubenblut ist Herzpunktion in Nar-
kose (!) unter volligem Entbluten der Taube notwendig. Von einer
Taube erhélt man ca. 15cecm Blut. Zur Not kann man auch
Kaninchenblut verwenden, das man in kleineren Mengen aus der
Ohrarterie (in der Mitte des Loffels liegend) mit der Rekordspritze
entnimmt. Vorherige griindliche Desinfektion ist selbstverstandlich.

Kochblutagar nach LeviNtHAL fiir Influenzabazillen usw. Der
gewohnliche Nahragar PH 7,5—7,6 wird aufgelost und durch Zu-
satz von Bouillon mit gleichem PH-Wert soweit verdiinnt, da3 die
gegossene Probeplatte beim Berithren der Nahrbodenschicht mit
dem Finger oder der Platinose gerade noch die notwendige Mindest-
festigkeit zeigt. Hierbei verfahrt man so, daB man vier Platten
aufstellt und je eine mit 8, 6, 4 und 2 cecm Bouillon beschickt. Die
Menge der Bouillon wird dann mit 12, 14, 16, 18 ccm auf 20 cem
mit dem fraglichen fertigen Néhragar erginzt, indem man zu der
in der Petrischale befindlichen Bouillon den heiBen, fliissigen Agar
gibt und durch Schwenken mischt. Nach dem Erstarren priift
man in der oben angegebenen Weise die Festigkeit und verdiinnt
den Agar entsprechend dem Ergebnis. Wenn z. B. die Mischung
16 ccm Agar + 4 cem Bouillon die notwendige Festigkeit zeigt,
dann wére der Agar im Verhdltnis von 4 Teilen Agar zu 1 Teil
Bouillon zu mischen. Die Verdiinnung des Agars ist deshalb
wichtig, weil die Bakterien auf dem Levinthalagar um so besser
wachsen, je geringer die Agarkonzentration ist. Gewthnlich halt
man sich Kolben mit der richtigen Agarkonzentration vorritig,
um nicht jedesmal die Arbeit des Vorversuchs zu haben.

Der in der oben angegebenen Weise vorbereitete Agar wird in
einem Kolben, durch dessen Wattestopfen ein Thermometer in den
Agar hineinragt, sterilisiert, dann auf etwa 75° abgekiihlt und mit
Blut versetzt. Man kann dazu Vollblut aus der Vene des Blut-
spenders direkt in den Agar flieBen lassen, oder auch defibriniertes
Blut nehmen. Meistens kommt defibriniertes Tierblut (Pferde-,
Rinder-, Hammel- oder Schweineblut) in Frage. Wihrend man
vom Vollblut 5% nimmt, wird vom defibrinierten Blut 8—10%
zugesetzt. Das Blut lit man aus einer sterilen Vollpipette unter
dauerndem Schiitteln in den Agar strémen. Das Blutagargemisch
wird dann im Dampftopf erhitzt. Einen Kolben von 11 setzt man
etwa 5—8 Min., einen 2-1.Kolben 12—15 Min., einen 3-1-Kolben
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15—20 Min. der Dampftopftemperatur aus. Besser ist es jedoch,
die Erhitzung im Wasserbad bei Siedetemperatur vorzunehmen.
Weil das Blutagargemisch ein sehr schlechter Wirmeleiter ist, kann
man den Kolben so nach Belieben oft durchschiitteln und an dem
in den Agar hineinreichenden Thermometer die Temperatur jeder-
zeit kontrollieren. Im Wasserbade héilt man den Kolben so lange,
bis nach griindlichem Durchschiitteln das Thermometer 83—85°
anzeigt, wozu man ungefahr die oben angegebenen Zeiten braucht.
Héufiges Durchschiitteln des Kolbens ist angebracht, damit alle
Teile moglichst gleichmaflig erwérmt werden. Ein zu starkes Er-
hitzen ist zu vermeiden, weil dann der Nahrboden qualitativ ver-
schlechtert wird (s. unter Levinthalbouillon). Nach dem Kochen
wird der Nahrboden gleich in Platten vergossen oder filtriert. Die
Platten vom unfiltriertem Levinthalagar sind undurchsichtig und
mit Blutkoagula gemischt. Sie eignen sich aber zur Ziichtung von
Keuchhustenbazillen, Anaérobiern und Influenzabazillen besser
als der filtrierte Nahrboden. Der Néhrboden ist der Durchsichtig-
keit wegen fiir die meisten Zwecke zu filtrieren. Hierzu sterilisiert
man zusammen mit dem Agar die notwendige Anzahl von Kolben,
die mit Trichtern und Filtern versehen sind, genau so, wie sie zur
Filtration von Agar gebraucht werden. Die Filtration muBl bei
einer Temperatur von 60—70° erfolgen, und kann im Dampftopf
oder Trockensterilisator vorgenommen werden, und zwar unter
Temperaturkontrolle, um Uberhitzung zu vermeiden.

Der filtrierte Nihrboden, der sich vom gewohnlichen Agar
kaum unterscheidet, wird in Platten vergossen oder unter sterilen
Bedingungen, wie Ascitesagar zu Hochschicht- oder Schrigrohr-
chen abgefiillt. Die Hochréhrchen, die man gelegentlich zum
Plattengieflen verwendet, werden durch nur 3 Min. langes Ein-
stellen in kochendes Wasser aufgelost. Auch die Schrigréhrchen
kénnen einmal in dieser Weise geldst werden.

Kartoffelglyzerinextrakt-Blutagar nach Borper fiir Keuch-
hustenbazillen. 500 g Kartoffelstiickchen, 5 g Glyzerin, 1000 ccm
Aqua dest.

Gesunde Speisekartoffeln werden in warmem Wasser durch
Abbiirsten gereinigt, geschélt und in Stiickchen geschnitten, dann
in angegebenem Verhiltnis mit Aqua dest. und Glyzerin versetzt,

zu Brei gekocht und dieser durch ein Tuch gesiebt. Man mischt
jetzt:
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1 Teil Kartoffelextrakt, 2 Teile Bouillon, 1 Teil einer 0,75 proz.
Kochsalzlésung und gibt dazu 3—4% Fidenagar.

Die Masse wird im Kochtopf 1% Std. bei % at = 106—108° im
Autoklav gekocht, auf pH 7,5 eingestellt, dann in Kolben oder
Rohrchen abgefiillt und im Dampftopf sterilisiert.

Zum Gebrauch nimmt man 1 Teil des gelosten auf 60° ab-
gekiihlten Agars und mischt zu gleichen Teilen mit defibriniertem
Blut, gie3t davon Platten in der iiblichen Weise. Vor dem Be-
impfen bebriitet man die Platten zwecks Sterilititsprobe 24 Std.
im Brutschrank.

Kartoffelglyzerin-Blutagar nach Borper-GEncou fiir Keuch-
hustenbazillen. 8g Glyzerin in 400 ccm Aqua dest., 200 g Kartoffel-
stiickchen.

Gesunde Kartoffeln werden nach grindlicher Reinigung ge-
schalt und in Stiicke geschnitten, in dem angegebenen Mengen-
verhaltnis dem Glyzerinwasser zugesetzt und die Masse in einem
Kolben bei 115° 15 Min. im Autoklav gekocht, dann filtriert.

100 ccm dieses Filtrats werden mit 300 ccm einer 0,6 proz.
Kochsalzlosung und 10 g Faidenagar versetzt und die Masse etwa
20—30 Min. im Dampftopf gelost. Das Gemisch kann nach Ein-
stellen auf pH 7,5 unfiltriert in Rohrchen zu je 8 ccem zum Platten-
gieBen oder zu 3—4 cem fiir Schragrohrchen abgefiillt und im
Dampftopf sterilisiert werden. Zum Gebrauch wird der Agar zu
gleichen Teilen mit defibriniertem Blut versetzt. Es kann Kanin-
chenblut sein, besser ist Menschenblut. Man verfihrt dabei so, da$
man die Agarrohrchen 16st, sie dann auf 40° im Wasserbad ab-
kithlt, das defibrinierte Blut auf 40° erwirmt und die beiden
Komponenten miteinander mischt und erstarren 1a8t.

Blutwasser-Agar fiir Keuchhustenbazillen und Pneumokokken. Steriles
defibriniertes Blut wird zu gleichen Teilen mit sterilem Aqua dest. gemischt
und dieses Gemisch auf 60° erwérmt. Dazu gibt man die gleiche Menge eines
3—4proz. Nihragars PH 7,5, der auf diese Temperatur abgekiihlt ist und,
auf die Gesamtmenge berechnet, 2,5% Blutglyzerolat. (Blutglyzerolat s.
Blut-Kaliumtellurit-Agar nach CLAUBERG.) Der steril gemischte Nahr-
boden wird in Platten vergossen oder wie Ascitesagar in Schrigrdhrchen

abgefiillt. Nach der Mischung darf der Nahrboden nicht mehr sterilisiert
werden.

Pneumokokken und Keuchhustenbazillen wachsen gut, Streptokokken
und Influenzabazillen nur spérlich.
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Nahragar mit vitaminosen Reizstoffen.

Neuartige Nihrbodenherstellung nach LevINTHAL!. 1. Man braucht
dazu zunichst eine Pufferlésung, hergestellt aus 8 pro milligem secund.

Natr. phosphat(Na,HP0,8g in 1000ccm Aqua dest. gelost) und mit _111_ HCl

auf PH 5,6—6,0 angesiuert.

2. Einen Pufferagar, der so hergestellt wird, da man zu der Losung 1
3% Fadenagar hinzusetzt, darin 1—2 Std. quellen 148t, dann im Dampftopf
lost, vom grobsten Bodensatz dekantiert und dann die PH-Zahl evtl. durch
Korrektur auf genau die der Losung 1 bringt (1 und 2 sind vorritig zu
halten).

Bei Herstellung dieses Néhrbodens ist es zweckmaBig, Agar und Bouillon
auf einmal fertig zu stellen.

Als Nahrsubstanz bereitet man aus gemahlenem Fleisch folgende Briihe:

a) 100g gemahlenes Fleisch, fett- und sehnenfrei, 300ccm Aqua dest.,

n
15cem - Sodalosung.

Nach dem Mischen und griindlichen Durchschiitteln wird der Kolben
mit der Masse 1—2 Std. bei 37 oder 60° gehalten.
b) Pankreatin absolut. Merck 0,5 geldst bei 37° in ca. 20—30ccm Aqua

n
dest. und mit 2,5ccm T Na,CO; versetzt.

c¢) a und b werden in einem Kolben odereiner Flasche mit eingeschliffenem
Glasstopsel gemischt, nach Zugabe von 10cem Chloroform griindlich durch-
geschiittelt und mit Pergamentpapier tektiert (bei groBeren Mengen etwa
2—31 geniigen 20—30 ccm CHCl;).

Das Gemisch wird unter haufigem intensiven Durchschiitteln 24 Std.
bebritet.

d) Vorprobe:

20ccm des gleichmifig durchmischten Breies und 20cecm der Losung 1
werden in einem Kélbchen gemischt, iiber der Flamme aufgekocht und 1 Min.
im Kochen gehalten. Dann sofort kochendheif durch ein kleines Papier-
filter unter Umstanden mehrmals bis zum Klarwerden filtriert. Das Filtrat
mufl wasserklar sein und darf hochstens etwas opaleszent ablaufen. Nach
dem Abkiihlen stellt man das Filtrat auf PH 7,1 ein, merkt sich dabei
gleichzeitig welche Menge n Na,CO; bzw. n HCI notwendig waren, um die
Zahlen bei der weiteren Verarbeitung verwenden zu kénnen.

Die Essigsiurekochprobe muB3 einen starken Eiweiniederschlag des
Filtrats ergeben. Nach Sedimentation muB der Niederschlag ca. 14—14 der
Fliissigkeitshohe ausmachen.

SchlieBlich kann der Rest der Vorprobe zur Ermittlung der n Na,CO;-
Menge benutzt werden, die zur Einstellung des fertigen Néahrbodens auf
PH 17,5 oder 7,8 bendtigt wird.

e) Die Losung 2 (Pufferagar) wird im Dampftopf verfliissigt und auf
70—80° abgekiihlt, dann mit dem gleichméBig durchmischten Fleischbrei in

1 Zentrbl. f. Bakt. Bd. 121 Orig. S.513.
Attz-Hettche, Niahrboden und Farben. 8
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einem Kochtopf zu gleichen Teilen gemischt und iiber groBer Flamme rasch
zum Kochen gebracht, dann 1 Min. im Kochen gehalten. Von dem gewon-
nenen Fleischkuchen wird die flisssige Masse in einen Kolben dekantiert, der
leicht getriibte Extrakt noch einmal zum Aufkochen gebracht, dann erfolgt
sofortige Filtration durch sterile Papierfilter wie bei Kochblutagar nach
LevintHAL. Diel. Portion wird zweimal filtriert. DasFiltrat wird mit der
durch die Vorprobe errechneten Sodamenge auf die erwiinschte PH-Zahl
gebracht, dann noch einmal aufgekocht, am besten in Einzelportionen zu ¥ 1
und falls geringste Opasleszenz auftritt noch einmal durch das alte Filter
gegossen.

Der fertige Agar soll auch in groBen Kolben absolut wasserklar sein und
nur in dicker Schicht etwas gelblich erscheinen, in Reagensréhrchen véllig
farblos, erst nach dem Erstarren leichte Opasleszenz zeigen.

Der fertige Nahrboden kann im Wasserbade einige Minuten zwecks Nach-
sterilisation gekocht und in Platten vergossen werden oder er wird in hoch
bzw. Schragrohrchen abgefilllt, die an drei aufeinander folgenden Tagen je
10 Minuten im Dampftopf oder 3 Min. im siedenden Wasser sterilisiert
werden.

Die Bouillonbereitung erfolgt genau so wie die des Agars, nur wird zu
dem Fleischgemisch statt Losung 2 Lésung 1 (Puffergemisch) genommen.
Die zweite Filtration nach dem Alkalisieren und Aufkochen in Einzel-
portionen zu ¥ 1, die auch so heil wie mdoglich zu erfolgen hat, kann, wenn
die Bouillon nicht schnell und wasserklar ablauft, durch das fiir den Agar (e)
benutzte Filter geschehen, nachdem dieses mit kochendem Aqua dest. durch-
gespiilt ist. Nach dem Abfiillen in K 6lbchen oder Rohrchen erfolgt Sterili-
sation an drei aufeinander folgenden Tagen im kochenden Wasser oder
Dampftopf. Eine dabei evtl. auftretende Opaleszenz schwindet nach dem
Abkiihlen.

Durch die Na,CO;- und HCl-Zugabe enthalt der Néhrboden etwa 0,69/,
NaCl (etwa 1/4,—!/q der sonst iiblichen Menge) weitere NaCl-Zugabe ver-
bessert den Nahrboden nicht.

Der Niahrboden enthilt den V-Kérper, das Himatinderivat X héchstens
in Spuren. Wo beides fiir eine Bakterienart notwendig ist, kann kristal-
linisches Hamoglobin in wassriger Loésung zugesetzt werden, eine Konzen-
tration von 1:50 000 ist ausreichend.

Der Nahrboden eignet sich zur Ziichtung von anspruchsvollen Bakterien,
tir Pneumokokken ist ein Zusatz von 5% Blut angebracht.

Durch die tryptische Verdauung ist ein Teil der Albumine bis zu den
Aminoséduren abgebaut, die Bouillon enthalt daher Tryptophan und dieses
kann von den Indolbildnern in Alanin und Indol gespalten werden. Die
Indolprobe ist daher nach 24stiindiger Bebriitung positiv. Als bestes
Reagens bewihrte sich:

Das Ehrlichsche Indolreagens. 4 g p-Dimethylamidobenzaldehyd,
380cem Alkohol 96 proz., 80ccm konz. Salzsiure.

Der Nahrboden ist fiir viele Zwecke brauchbar, wegen der Kompliziert-
heit seiner Herstellung findet er aber nur fiir Spezialzwecke Verwendung.

Oleathémoglobinagar nach Avery fiir Influenzabazillen. 1%
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defibriniertes Blut, 5% einer 2proz. Natriumoleatlosung, 94%
Nahragar PH 7,5.

2 g neutrales Natr. oleinicum werden in 100 ccm Aqua dest.
gelost, die Losung wird 20 Min. bei 1 at im Autoklav sterilisiert.

Defibriniertes Kaninchen- oder Pferdeblut wird in dem an-
gegebenen Mengenverhiltnis mit der Natriumoleatlosung heif8 ge-
mischt und die Mischung dem geldsten heiflen Agar zugesetzt. Die
Masse wird unter Vermeidung von Schaumbildung durchgeschiittelt
und in Platten gegossen.

Influenzabazillen wachsen ungehindert, wihrend Streptokok-
ken und Pneumokokken vollstdndig gehemmt werden.

Himoglobinagar fiir Pneumokokken, Rotlaufbazillen usw. 10 g
Hamoglobin Merck, 3,5 ccm 10 proz. Kalilauge, 90 ccm Aqua dest.,
700 ccm Néhragar PH 7.5. ‘

Zunichst stelllt man die Hamoglobinstammlésung her. In
einem Becherglas wird Aqua dest. und Hdmoglobin bis zur Losung
des letzteren verrithrt, dann figt man die Kalilauge hinzu, riihrt
noch einmal durch, schiittet den Inhalt des Becherglases in einen
Kolben und sterilisiert 30—45 Min. im Dampftopf.

Inzwischen 16st man den Agar auf und mischt 30 ccm Himo-
globinstammlésung mit 210 cem Néahragar. Das Gemisch wird zu
Platten vergossen, oder in Schrigrohrchen abgefillt, die durch
kurzes Einstellen ins Wasserbad sterilisiert werden kénnen.

Hamoglobinstammlosung ist bei hdufigem Gebrauch des Nahr-
bodens fertig vorritig zu halten.

Karbol-Blutagar-Platten zur Hemmung der Proteusbazillen. 4ccm einer
5proz. Karbolkochsalzlésung, 10 cem defibriniertes Blut, 100ccm Néhragar
PH 7,5.

Die Karbolsiurelosung stellt man her: In 100 ccm 0,85 proz. NaCl-
Losung wird 5¢ kristallisierte Xarbolsdure unter Erwidrmen gelost. (Die
Karbolsiure wird durch Einstellen der Vorratsflasche in warmes Wasser, das
man langsam weiter erhitzt, verfliissigt. Unter die Flasche ist ein Lappen
oder Wattebausch zu legen, um ein Springen derselben zu vermeiden.) Der
geloste Niahrgar ist auf 50—60° abzukiihlen, in dem angegebenen Teilver-
haltnis mit der Karbolsdure und dem Blut zu mischen und dann in Platten
zu vergielen.

Haufig stellt es sich heraus, dal die hemmende Wirkung der Karbolsiure
zu stark oder zu schwach ist; in diesem Fall muB eine Plattenserie mit ver-
schiedenen Phenolkonzentrationen hergestellt werden. Man gibt dann in je

eine Platte 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 und 1,0 ccm der 5proz. Karbolsiure und
dazu je 20 ccm des 10proz. Blutagars.

8*
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Methylviolett-Traubenzuckeragar zur Differenzierung von Kok-
ken und Stédbchen. Man stellt zuerst die Methylviolettlosung her,
indlem man 0,2 g Methylviolett B, 2 ccm Eisessig, 1 g Trauben-
zucker, 50 ccm Aqua dest. mischt.

Durch kurzes Aufkochen ist die Losung sterilisiert und lange
Zeit haltbar.

100 ccm Agar PH 7,5 mit 2% Traubenzucker werden gelost,
mit 0,5 ccm der Methylviolettlosung versetzt und in Platten ver-
gossen. Nach 24stiind. Bebrutungsdauer der beimpften Platten
sind die Stédbchen gut gewachsen, wéihrend die Kokken gehemmt
werden.

Es empfiehlt sich mehrere Platten zu beimpfen.

Lackmus-Zucker-Ascitesagar nach v. LineeLsaeim zur Differen-
zierung von gramnegativen Kokken. Je 1 g Maltose, Dextrose und
Lavulose werden, jede Zuckerart fiir sich, in Koélbchen mit je
10 ccem Aqua dest. durch kurzes Aufkochen gelost. In drei weitere
Koélbchen fiillt man je 10 cem Lackmuslésung und kocht diese
ebenfalls kurz auf. Dann beschickt man drei Kélbchen mit je
55 ccm 3 proz. Nihragar. Die Kolbchen mit den einzelnen Medien
werden im Dampftopf sterilisiert. Die Zuckerlésung und die Lack-
muslésung sterilisiert man je 15 Min., den Agar 30—45 Min. Nach-
dem die Kolbchen auf 50—60° abgekiihlt sind, gibt man zu jedem
Agarkolbchen eine der Zuckerlosungen, die Lackmuslésung und
25 cem  Ascitesfliissigkeit, gieBt Platten oder fiillt unter sterilen
Bedingungen (wie bei ,,Ascitesagar) zu Schrigrohrchen ab. Um
das Austrocknen der Schrigrohrchen zu verhiiten, taucht man die
Wattestopfen in kochendes Paraffin.durum ein und verschlief3t da-
mit die Réhrchen.

Daf3 die Kolbchen mit den Zuckerarten entsprechend bezeichnet
werden miissen und ebenso auf den Platten bzw. Réhrchen die
Zuckerart bezeichnet werden muB, ist selbstverstindlich.

Nach Beimpfung und 24stiindiger Bebriitung réten Meningo-
kokken : Maltose und Dextrose; Gonokokken: Dextrose; Mikro-
coccus catarrhalis rétet nichts. Diplococcus pharing. sice. rétet
alle drei Zuckerarten. Micrococcus pharing. cinereum rétet keine

der Zuckerarten. Micrococcus cin. flav. nicht deutlich Maltose und
Dextrose.

N.B.: Die getrennte Sterilisation von Zucker-Lackmuslésung und Agar
ist angebracht, weil sonst Reduktionen eintreten, die das Wachstum und
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den Farbumschlag hemmen. Die Menge der Lackmuslésung kann so von
sonst 15 auf 10% herabgesetzt werden, was die wachstumshemmende Wir-
kung derselben herabsetzt.

Zitronensiure-Ascites-Agar nach THoma fiir Gonokokken.
Ascitesagar mit einem Asciteszusatz von 30—50% bekommt einen
Zusatz von 0,4% n-Zitronenséure.

Die Zitronensdure wird 10—20 Min. im Dampftopf sterilisiert.
Der Agar muf} einen PH-Wert von 7,6—7,8 haben. Der Néahrboden
wird wie der gewohnliche Ascitesagar in Platten vergossen oder
in Schragrohrchen abgefiillt.

Milchsiure-Ascitesagar nach Lorentz fiir Gonokokken. 500 g
gemahlenes Pferdemuskelfleisch wird mit 500 ccm Aqua dest.
ubergossen und 24 Std. im Eisschrank extrahiert, dann durch ein
Tuch gepret und dem PreBsaft pro Liter 5 g NaCl und 10g
Pepton zugegeben. Dann wird 1 Std. im Dampftopf erhitzt, fil-
triert und mit 10 g Nutrose und 30 g Agar-Agar versetzt. Die
Masse wird 2 Std. im Dampftopf gekocht und vom Bodensatz
dekantiert; die Reaktion ist schwach sauer. 3 Teile des sterilen
auf 60° abgekiihlten Agars werden mit einem Teil Ascitesfliissig-
keit, deren Eiweiigehalt 3 % betragen soll, gemischt und je 100 cem
dieser Mischung mit 2 ccm einer 1proz. sterilen Milchsédure ver-
setzt, dann zu Platten oder in der fiir Ascites-Agar iiblichen Weise
in Schragrohrchen abgefiillt.

Lipoidhaltiger Nihrboden nach Suranvyi fiir Gonokokken, Pneu-
mo-, Strepto- und Meningokokken. Zuerst stellt man Eigelbwasser
nach BESREDRA her: In 150 ccm Aqua dest. wird ein Eigelb ver-

rihrt und die Mischung durch Zusatz von % NaOH auf PH7,8

gebracht. Dann setzt man Aqua dest. bis zu einer Gesamtmenge
von 350 cem hinzu und sterilisiert 20 Min. bei 110° im Autoklav.
Hiervon gibt man 1 Teil zu 2 Teilen Bouillon, oder (fiir feste Nahr-
béden) 1 Teil zu 2 Teilen 4 proz. Agar PH 7,8, der 2% Pepton und
1% Kochsalz enthilt. Der Niahrboden kann kurze Zeit im Dampf-
topf sterilisiert werden und zeitigt auch ohne Zusatz von mensch-
lichem nativen Eiweil Wachstum der genannten Bakterien.
EiereiweiBniihrboden nach Liescatrz fiir Gonokokken. Das
WeiBe eines Hithnereis wird im MeBzylinder aufgefangen und mit
98 Vol-Teilen Leitungswasser verdinnt. Dann setzt man pro

100 cem der Losung 20 cem einer I%Lauge (NaOH, KOH oder
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Na,COj) hinzu und 148t die Losung in einem Kolben unter haufigem
Durchschiitteln 30 Min. bei Zimmertemperatur stehen. Nach Fil-
tration durch ein Faltenfilter kann die Loésung in Erlenmeyer-
kolbchen zu 30—50 cem abgefiillt und im Dampftopf oder durch
mehrmaliges Aufkochen auf offener Flamme sterilisiert werden.
Als fliissiger Gonokokkenniahrboden kann die Losung ohne weiteres
Verwendung finden. Zur Herstellung eines festen Nahrbodens
mischt man 1 Teil der EiweiBlosung mit 2 Teilen eines 3proxz.
Néhragars mit 2% Pepton. Der Néahrboden ist klar und kann im
Dampftopf sterilisiert werden.

Tapiokaagar nach PAVEL fiir Gonokokken, Meningokokken usw. Tapioka-
mehl im Verhéltnis von 10g zu 1000 ccm Fleischwasser wird mit dem
letzteren durchgeschiittelt und 24 Std. stehen gelassen; dann erfolgt Zugabe
von 2% Agar, 2% Pepton, 0,5% Kochsalz und das iibliche Verfahren der
Nihragarherstellung. Das Wachstum der Keime kann durch Zugabe von
Ascitesfliissigkeit bzw. Serum verbessert werden.

Schweineserum-Nutroseagar mach v. WASSERMANN. 15 ccm
moglichst hdmoglobinfreies Schweineserum, 30—35 ccm Wasser,
2—3 ccm Glyzerin, 0,8—0,9 g Nutrose (Kaseinnatriumphosphat).

Die Masse wird in einem Kélbchen kriftig durchgeschiittelt und
unter stetem Schiitteln auf der Flamme zum Kochen gebracht.
Beim Kochen klirt sich die triibe Fliissigkeit auf und kann nun
im Dampftopf beliebig lange sterilisiert werden. Die Losung ist
unbegrenzt haltbar. Zur Herstellung von Agarnihrbéden mischt
man die Losung 1:1 mit 3proz. Agar, der 2% Pepton enthédlt. Die
Serumnutroselésung kann mit dem Agar zusammen sterilisiert
werden.

Der Nihrboden eignet sich fiir anspruchsvolle Bakterien, es
wachsen auch Meningokokken, héufig auch Gonokokken darauf.

Spezialnihrboden fiir den Ducreyschen Streptobazillus nach
LeNGgHT. 20 g fein zerkleinerte Menschenhaut, 50 ccm Aqua dest.,
1 g Pepsin, 1-—3 Tropfen Salzsdure.

Die Masse wird in einem K6lbchen durchgeschiittelt und bis zur
volligen Verdauung (einige Stunden) bei 40—45° gehalten. Bei der
Herstellung von Agarnihrbéden nimmt man zum Fleischwasser-
agar 2% des so gewonnenen Peptons, die Agarherstellung erfolgt
in der iiblichen Weise. Vor dem Beimpfen wird die Oberfliche des
Agars mit einigen Tropfen Menschenblut bestrichen, genau wie
beim Pfeifferschen Taubenblutagar.
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Blutagar nach Besangon, GrIFrIN und LA Sourp. Spezialnéhr-
boden fiir den Ducreyschen Streptobazillus. 2 Teile des gewéhn-
lichen, auf 50° abgekiihlten Néhragars werden mit 1 Teil Kanin-
chen-, Menschen- oder Hundeblut gemischt, indem man das Voll-
blut unmittelbar aus der Kanitile in den Nahrboden flieBen liBt.
Der Blutagar wird dann wie tiblich in Platten vergossen, oder zu
Schragrohrchen abgefiillt.

Amnionagar fiir Bac. abortus Bangkulturen. 100 ccmm Amnion-
fliissigkeit (s. auch Amnionbouillon), 0,5 g Traubenzucker, 0,5 g
Glyzerin, 400 ccm Nahragar PH 7.5.

Der Traubenzucker wird mit Aqua dest. durch kurzes Auf-
kochen gelost, zussmmen mit dem Glyzerin und der Amnion-
flussigkeit dem Agar zugesetzt. Nach dem Durchmischen kann der
Agar in Rohbrchen abgefiillt, oder nach kurzer Sterilisation in
Platten vergossen werden. Die Rohrchen kénnen 30—45 Min. im
Dampftopf sterilisiert werden.

Viktoriablaunihrboden nach Hauprmany. Zur Elektivziichtung
von Bangbakterien aus Blut. 1 Teil Zitratblut vom Patienten,
5 Teile Leberbouillon (Tarozzibouillon ohne ILeber), 0,1 Teil
Viktoriablaulssung 4 R (Griibler): 0,03g in 10 ccm sterilem
Aqua dest. unter schwachem Erwirmen geldst.

Die drei Teile werden in einem Kélbchen gemischt und in einem
Spezialapparat bebriitet.

Der Apparat besteht aus einem 2 1 fassenden Glasgefifl (Kon-
servenglas mit luftdicht schlieBendem Schraubendeckel), der zwei
Tubusse zur Aufnahme fiir Gummistopfen hat. Durch den einen
Gummistopfen ist ein kleiner Glastrichter mit Hahn, durch
den andern ein einfacher Glashahn in das Innere des Gefifles
geleitet.

Nachdem die Mischung des Blutes mit Bouillon usw. erfolgt ist,
gibt man in den Apparat eine beliebige Menge Natriumbikarbonat
hinein, setzt dann den Kolben dazu und bringt den Deckel an.
Durch den Glastrichter 143t man 4 ccm normale Schwefelsédure zu
dem NaHCO;hinzu. Durch den geéffneten zweiten Hahn entweicht
die durch das sich bildende CO, verdringte Luft. Nach Verschluf3
der Héhne erfolgt Bebriitung. Nach 3, 6, 9 und 12 Tagen erfolgt
Awusstrich auf je zwei Rohrchen 3proz. Glyzerinagar. Das eine
Rohrchen ist unter CO,-Atmosphére, das andere unter Luftzutritt
zu bebriiten. Bangkolonien wachsen farblos bzw. schwachgelb,
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andere Bakterien (Kokken usw.) werden durch das Viktoriablau
gehemmt.

Glyzerinagar PH 7,5. Zum gewdohnlichen Néhragar setzt man
2% Glyzerin hinzu, sterilisiert noch einmal und gieBt Platten oder
man fiillt den Glyzerinagar in Rohrchen ab, die dann wie die
gewohnlichen Agarréhrchen sterilisiert werden.

Der Glyzerinzusatz begiinstigt das Wachstum einiger Keim-
arten, z.B. Rotz, Aktinomyces usw.

Milchagar nach EnukmaN zur Differenzierung peptonisierender
Bakterien. Sterile Magermilch (Sterilisation der Milch s. u. Diffe-
renzialndhrbéden fiir Streptokokken nach WIRTH) wird zu gleichen
Teilen mit verfliissigtem 3proz. Nahragar gemischt. 20 Min. im
Dampftopf nachsterilisiert und in Platten vergossen. Die Platten
sind weiB, undurchsichtig. Die Kolonien der peptonisierenden
Bakterien (,,Gelatineverfliissiger‘‘) wachsen mit einem hellen Hof,
dhnlich den himolysierenden Streptokokken auf der Blutplatte.

Blutwasseroptochin-Differenzial-Agar (siehe auch Optochin-
bouillon). 0,1 g Optochinhydrochlor, 10 ccm Aqua dest.

Das Optochin wird mit dem H,O aufgekocht, es ist nur drei
Tage haltbar.

1 ccm dieser Optochinlésung wird 150 cem eines 2,5 proz. auf
60° abgekiihlten Agars von pH 7,5 zugesetzt. Den Optochinagar
mischt man mit Pferdeblutwasser, das man folgendermaflen her-
stellt: 60 ccm defibriniertes Pferdeblut wird mit 90 ccm sterilem
Aqua dest. verdiinnt; das Gemisch wird 1 Std. bei 60° gehalten
und dann nach vorsichtiger Vereinigung mit dem Agar zu Platten
gegossen.

Dahlia-Differenzial-Agar. 90 ccm Néahragar PH 7,5,10 ccm Serum, 1 cem
einer 1 proz. Dahlialdsung.

Der Niahragar wird auf 50—60° abgekiihlt, erhilt den Serum-, dann den
Dahliazusatz und wird in Platten vergossen. Auf dem Nihrboden werden
bestimmte Stabchenarten gghemmt, die Kokken hierdurch indirekt gefordert.

Blutagar mit Staphylokokkenzusatz nach SaviNl. Die Abschwemmung
von 2—3 Schrigagarkulturen von Staphylococcus pyogenes aureus wird bei
60° im Wasserbad abgetétet und mit 5—8 ccm sterilen Glyzerin gemischt.
Hierzu kommen 3—4 ccm steril entnommenen Blutes, mit dem die gly-
zerinierte Staphylokokkenaufschwemmung bis zur vélligen Gerinnung ge-
schiittelt wird. Das Gemisch wird 5 Std. bei 56—58° gehalten. In dieser
Zeit wird der Wattestopfen nur locker aufgesetzt, damit ausgiebige Ver-

dunstung eintreten kann. Die Stammlésung ist im Eisschrank ldngere Zeit
haltbar.
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Zum Gebrauch gibt man ein Teil Stammlésung zu 9 Teilen Agar und
gieBt Platten oder stellt Schrigrohrchen her. Der Agar muf auf 50—60°
abgekiihlt sein. Es geniigt unter Umsténden eine Zugabe von einem Tropfen

der Stammlésung zum Kondenswasser eines gewohnlichen Schrigagar-
Rohrchens.

Auch eine Zugabe von 2—3 Tropfen der Stammlésung zum Bouillon-
Rohrchen schafft gute Wachstumsbedingungen.

Der Nahrboden eignet sich vorwiegend zur Ziichtung von Influenza-
bazillen.

Hirnagar nach PeLouze und Viteri. 500 g Kalbshirn werden
durch ein weitmaschiges Sieb getrieben, mit 500 ccm Aqua dest.
verrieben und 24 Std. im Eisschrank aufgehoben. Die Masse wird
mehrmals durch Watte filtriert. Dem triiben Filtrat setzt man
0,5% Natriumphosphat und 1% Pepton zu, sterilisiert es im Auto-
klav und hebt es als Stammldsung auf.

Zur Agarherstellung verwendet man 1Teil der Hirnstamm-
16sung gemischt mit 3 Teilen Néhragar, den man aus Kalbfleisch-
abkochung (s.Fleischsaft) unter Zusatz von1% Pepton, 0,5% NaCl
und 2,5% Fadenagar in der tiblichen Weise herstellt. Der Néhr-
boden wird auf PH 7,8 eingestellt. Durch die Sterilisation geht die
PH-Zahl meistens auf 7,6 zurtck.

Der Nihrboden ist in erster Linie fiir Gonokokkenkulturen ge-
eignet. Fiir die Erstziichtung ist ein Zusatz von 10—20% Ascites-
fliissigkeit empfehlenswert.

d) Agarnihrboden zur Ziichtung von Spirochiten.

Serumagar nach MonLENS zur Ziichtung der Spirochiita pallida.
2 Teile Nahragar PH 7,0—7,1 werden mit einem Teil inaktiviertem,
sterilem, klarem Pferdeserum gemischt und in hoher Schicht in
Reagensrohrchen abgefiillt. Die Réhrchen werden bei 45° gehalten,
nach dem Beimpfen rasch abgekiihlt und dann bebriitet.

Ascitesagar nach Nogucni. 2 Teile Nahragar PH7,2—74, 1 Teil
gallefreie Ascitesfliissigkeit.

Der Nihrboden wird in Réhrchen zu etwa 15 cem abgefiillt,
jedem Rohrchen wird ein Stiickchen Kaninchenniere oder -hoden
zugegeben. Da der Nahrboden nach dem Abfiillen nicht mehr
sterilisiert werden darf, ist steriles Arbeiten Vorbedingung.

Die Beimpfung erfolgt in den auf 40—42° abgekiihlten Nahr-
boden, der dann rasch zum Erstarren gebracht und mit sterilem
Paraffinum liquidum iiberschichtet wird.
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Der Néhrboden eignet sich zur Ziichtung der Spirochéte pallida,
obermeieri, gallinarum und icterogenes.

Pferdeplasmaagar nach FUKUSHIMA zur Ziichtung der Spirochiite icter-
ogenes. 0,1 g Kalziumchlorid, 0,1 g Zitronensiure, 0,5 ccm einer 1 proz.
NaOH-Losung, 100 ccm Leitungswasser.

Die Lésung wird 1 Std.im Dampftopf sterilisiert undihr 0,3 g Saccharose
in wenig Aqua dest. unter Aufkochen gelost, zugesetzt.

Zu 3 Teilen dieser Losung setzt man 1 Teil Pferdeplasma. Diese Mischung
wird 1 Std. bei 56° gehalten und auf Reagensrohrchen verteilt. In jedes
Rohrchen gibt man I Tropfen normales Meerschweinchenblut und 1a8t sie
24 Std. stehen.

Am nichsten Tage stellt man eine 3proz. wibrige Agarlésung (ohne
Bouillon und ohne Pepton) her, mischt die in den Réhrchen abgestandene
Fliissigkeit im Verhéltnis von 1:5 bis 1:4 mit dem Agar und stellt Platten
her.

e) Agarnihrbéden fiir Anaérobier.

Plattenverfahren nach ForTNER. 35—50 ccm Vollblut, 450 ccm
Néhragar PH 7,5.

Man 16st den Nihragar auf und sterilisiert gleichzeitig einen
hohen MeBzylinder. Nachdem der Agar auf 50—60° abgekiihlt ist,
stellt man ihn ins Wasserbad von dieser Temperatur, entnimmt
durch Punktion der Halsvene beim Schaf, oder durch Herzpunk-
tion beim Kaninchen (Narkose!) Blut und 148t dieses in den Me8-
zylinder einflieBen. Dann gieBt man den Agar an der Innenwand
des Zylinders im kréftigen Strahl dazu. Dabei vermischt sich der
Agar mit dem Blut zu einer homogenen guBfertigen Fliissigkeit.
Luftblasenbildung ist zu vermeiden. Der Blutagar wird sogleich
zu Platten vergossen.

Falsch wiire es, das Blut in ein Gefil aufzufangen und dann auf
den Agar zu giefien, weil dann die Durchmischung schwieriger ist.

Bei einiger Ubung kann man das Blut sofort ausder Punktions-
kaniile an der Innenwand des Agarkolbens in diesen einflieBen
lassen. Die Durchmischung erfolgt dann durch mehrmaliges Hin-
und Herneigen des MischgefiaBes, das vorher zwecks Dosierung des
Blutes durch einen Strich zu eichen ist, z.B. so, da3 man einen
500 ccm-Erlenmeyerkolben mit 500 cem Wasser befiillt, den Menis-
kus anzeichnet, nach dem Entleeren des Kolbens 450 ccm Agar
hineingibt, sterilisiert und nach dem Abkiihlen bis zur Marke Blut
einflieen 148t.

Wesentlich ist es, dafl die gegossenen Platten vor dem Beimpfen
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erst 24 Std. bei 37° gehalten werden. Etwaige Kolonien von Luft-
keimen u. dgl. werden vor dem Beimpfen herausgeschnitten.

Aus der Nahrbodenschicht wird dann mit einem sterilen Messer
oder mit der Drahtschlinge ein durch das Zentrum der Platte ver-
laufender etwa 5 mm breiter Streifen herausgeschnitten, die Platte
somit in zwei Teile geteilt. Die eine Hilfte wird mit einem fakul-
tativen Anaégrobier als Sauerstoffzehrer beimpft; als solcher eignet
sich sehr gut das bact. prodigiosum (dick aufgetragen). Die zweite
Halfte beimpft man mit dem zu kultuvierenden Anaérobier. Die
Petrischale wird mit der offenen Seite auf eine Glasplatte gelegt
und mit Plastilin abgedichtet.

Fiir dieses Verfahren wéahlt man flache, nicht iiber 1 cm tiefe
Petrischalen.

‘Wo man mit dem Blutagar sparen muB}, kann man fiir die Halfte,
die mit dem Sauerstoffzehrer beimpft wird, einfachen Agar ver-
wenden; es werden hierfiir durch eine Glaswand geteilte Petri-
schalen geliefert. Wo diese nicht vorhanden sind, giet man die
Platten in der iiblichen Weise mit Agar, nach dem Erstarren wird
die eine Hilfte mit einem sterilen Messer herausgeschnitten. Dieser
Agar kann nach Sterilisation wieder Verwendung finden. Die leer
gewordene Hilfte wird dann mit Blutagar ausgegossen. Nach dem
Erstarren behandelt man die Platte so wie oben angegeben.

Nach einem anderen Verfahren gieit man eine gleiche Anzahl
von Blutplatten und Agarplatten. Nach 24 Std. Vorbebriiten wer-
den die Agarplatten mit dem Sauerstoffzehrer, die Blutagarplatten
mit dem Anaérobier beimpft. Dann setzt man die offene Seite der
Blutplatte auf dieder Agarplatte und dichtet mit einem Plastilin-
ring ab. In gleicher Anordnung kann in die leere untere Schale
Pyrogallol-Kalilauge oder Pyrogallol-Sodalésung als Sauerstoff-
zehrer gegeben werden.

Menschenblut-Traubenzuckeragar nach ZeiszLer. Zu 80 cem
Néahragar PH 7,5 gibt man 2% Traubenzucker, indem man diesen
mit einer kleinen Menge Aqua dest. aufkocht, dem Agar hinzusetzt
und nach kurzer Nachsterilisation auf 50—60° abkiihlt. Dem ab-
gekiihlten Agar setzt man 20 ccm Menschenblut hinzu. (Es kann
Vollblut oder auch defibriniertes Blut sein.) Nach Durchmischung
vergieBt man die Masse in Platten.

Die ZeiBler-Platten miissen vor der Beimpfung 2—3 Tage bei
Zimmertemperatur gehalten werden, nach Einstellen der Platten
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in den Kulturapparat wird dieser durch eine Olpumpe ausgepumpt.
Auch das Vakuum der Wasserstrahlpumpe ist ausreichend, wenn
kurz vor dem VerschlieBen eine frisch hergestellte Mischung von
Pyrogallussdure und Kalilauge in den Apparat gegeben werden.
Pro 100 cem Luftraum braucht man 0,5 g Pyrogallussdure und
6 g KOH, die man in Form einer 30proz. Losung hinzusetzt.
Stets ist das Vakuum mit einem Manometer zu messen.

Es ist angebracht in den Apparat eine Petrischale mit Wasser
hineinzustellen, weil sonst die Kalilauge dem Nahrboden zuviel
Wasser entzieht.

Sauerstoffindikator. Um die Sauerstoffverhéltnisse im Anaéro-
benapparat zu kontrollieren, kann man sich folgenden Indikator
herstellen: 4,2 ccm einer 10proz. Traubenzuckerlésung in Aqua
dest., 0,1 cem Normalnatronlauge, 0,1 cem einer Losung von 0,05 g
Methylenblau Héchst in 30 cem Aqua dest.

Traubenzucker und Methylenblau werden unter leichter Er-
wiarmung gelost. Nach dem Erkalten wird gemischt und indie
Mischung hydrophile Gaze eingetaucht, die in den Luftraum des
Anaérobenapparates gelegt wird. In sauerstofffreier Atmosphére
wird die Gaze weil}, sie blaut wieder, wenn Sauerstoff hinzutritt.

Platten von unfiltriertem Levinthalagar. Fiir das Fortner-Ver-
fahren eignen sich auch Platten aus unfiltriertem Levinthalagar.
Herstellung s. dort. Die Platten werden nach 24stiind. Vorbebrii-
tung in der gleichen Weise wie die Fortnerplatten behandelt.

Nihrboden fiir anaérobe Stichkulturen zur Fortziichtung von
Anagérobiern. Fleischdekoktagar aus 500 g fett- und sehnenfreiem
Rind- oder besser Kalbfleisch (s. Herstellung von Fleischsaft) mit
1% Pepton, 0,5% NaCl,1% Agar in der iiblichen Weise gekocht,
filtriert und auf PH 7,5 eingestellt) wird auf Rohrchen in hoher
Schicht abgefiillt und 1 Std. im Dampftopf sterilisiert. Vor dem
Gebrauch werden die Réhrchen zur Austreibung von aufgenom-
menem O, im Wasserbad verflussigt und in kaltem Wasser zum
Erstarren gebracht. Die Beimpfung erfolgt durch tiefen Einstich
in den Agar bis zum Boden des Roéhrchens. Nach dem Einstich
kann Paraffinum liquidum oder Vaselineiiberschichtung erfolgen.

Hirnagar fiir anaérobe Stichkulturen. 500 g Rinderhirn, 500 ccm
Wasser, 10 g Agar, 10 g Pepton.

Das Hirn wird von den Hauten befreit, durch den Fleischwolf
getrieben und nach Zusatz von Wasser, Agar und Pepton gekocht
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und in der fiir Nahragar iiblichen Weise filtriert. Nach Einstellung
auf PH 7,2 kann der Nahrboden als Hochschichtagar in Réhrchen
abgefiillt und 1 Std. im Dampftopf sterilisiert werden.

Nach lingerem Aufbewahren ist auch dieser Nahrboden vor
Gebrauch im Wasserbad aufzulésen und dann rasch abzukiihlen.
Nach Beimpfung kann Vaseline- oder Paraffinslabdichtung er-
folgen.

Reduzierende Zusitze zu den Agarndhrbéden fiir anaérobe
Kulturen. Zur Bindung von Sauerstoffspuren kann man dem
Niahragar 1-—2% Traubenzucker zusetzen. Fir Stichkulturen ist
der Traubenzucker jedoch insofern stérend, als er von manchen
Stdmmen vergoren wird. Durch die Gase bilden sich im Agar ent-
weder grofere Risse oder der Agar wird in einzelnen Stiicken aus
den Rohrchen herausgetrieben.

Von anderen Sauerstoff-,Akzeptoren kénnen hinzugesetzt
werden :

0,1% Indigodisulfonsaures Natrium; es fairbt den N&ahrboden
blau, wird beim Wachstum von Bakterien meistens durch Reduk-
tion entfirbt, oder 0,3—0,5% ameisensaures Natrium.

Die Salze werden in Aqua dest. heil gelést und vor dem Ab-
fiillen mit dem Agar gemischt.

Leberagar nach HupprLesoN. 500 g Rindsleber, 10 g Pepton,
5 g NaCl, 25 g Fadenagar, 100 g Traubenzucker, 10 g Glyzerin.

500 g Rinderleber, frei von Fett, werden klein geschnitten, mit
11 Leitungswasser unter hdufigem Riihren 2 Stdt. im Dampftopf
erhitzt, dann abfiltriert. Das Filtrat wird mit Wasser auf 11 auf-
gefiillt, das Pepton, Kochsalz und der Agar zugegeben. Nach
1 ¥5—2stiind. Erhitzung im Dampftopf wird filtriert und auf PH 7,2
eingestellt. Dann gibt man Traubenzucker und Glyzerin, in wenig
Aqua dest. unter Aufkochen geldst, hinzu und fiillt den Néhrboden
in Kolben oder Rohrchen ab, die wie iiblich im Dampftopf sterili-
siert werden.

Fiir anaérobe Stickkulturen ist der Néahrboden wegen des
Traubenzuckergehaltes und der dadurch bedingten Gasbildung
wenig geeignet. Wo er dazu verwendet wird, ist eine Agarkonzen-
tration von 1% giinstiger als eine solche von 2—2,6 %

Der Nihrboden wird héufig fir Abortus-Bangkulturen ge-
braucht.
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f) Agarnihrboden fiir Diphtheriebakterien.

Blutglyzerolat- Kaliumtelluritagar nach CLauBERG . 1. Blutglyze-
rolat : In einer Literflasche mit eingeschliffenem Glasstopsel werden
300 cem Glyzerin pur. sterilisiert. Nach dem Abkiihlen setzt man
600 ccm steriles defibriniertes Hammel- oder Rinderblut hinzu.
Die Mischung bleibt mindestens sechs Wochen im KEisschrank
stehen bis sie gebrauchsfertig ist.

2. Kaliumtelluritlésung : K,TeO; vonder Fa. Dr. Th. Schuchardt,
Gorlitz, wird im Verhiltnis 1 g zu 100 ccm Aqua dest. gelost. Man
verfahrt dabei so, daB man das H,0 aufkocht, auf ca. 50° ab-
kiihlt und dann das Salz hinzusetzt. Hohere als die angegebene
Temperatur ist zu vermeiden.

Die Losung kann zwecks Sterilisation durch ein Seitz- oder
Berkefeldfilter getrieben werden, ist aber meistens ohne weiteres
steril.

3. Nihragar: 1kg gemahlenes Rind- oder Pferdefleisch wird
unter Zusatz von Soda bis zur deutlich alkalischen Reaktion lang-
sam bis zum Kochen erwirmt, dann 1 Std. im Dampftopf weiter
erhitzt und abfiltriert. Das Filtrat wird mit 3,6—4 % Agar, 1%
Pepton, 0,5% Kochsalz versetzt, in der iiblichen Weise gekocht,
filtriert und auf PH 7,5 eingestellt. Dann ist in Kolben bis zu
11 Inhalt abzufiillen und zu sterilisieren.

4. Blutwasser: 2 Teile Aqua dest. mit 1 Teil defibriniertem
Rinder- oder Hammelblut. Das Aqua dest. wird in einem Kolben
im Dampftopf sterilisiert, auf 50—60° abgekiihlt, dann mit dem
Blut vermischt. Die Mischung hélt sich im Eisschrank etwa acht
Tage.

Zur Herstellung des Nahrbodens werden zunichst gleiche Teile
von Losung 3 und 4 gemischt: der 4proz. Agar (Losung 3) wird
aufgelést und nach Abkithlung auf 50° mit Losung 4 (Blutwasser),
die auf 50° erwirmt ist, gemischt. Auf 100 ccm dieser Mischung
gibt man 2,5 ccm von Losung 1 (Blutglycerolat) und 4 ccm von
Losung 2 (K,Te0,). Nach gutem Durchschiitteln wird der Néhr-
boden in Platten vergossen.

Um Luftblasen an der Oberfliche der Platten zu vermeiden,
gieBt man den leicht schiumenden Néhrboden mit Hilfe eines
Abfiilltrichters in die Platten, wobei zu vermeiden ist, da3 Néhr-
boden auf den Rand der Platte kommt, da diese sonst mit dem
Deckel verklebt.
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Die Diphtheriebazillen wachsen auf diesem Néahrboden in
groBen flachen, leicht mit der Ose verschmierbaren Kolonien, die
einen mausgrauen Farbton aufweisen und zum Zentrum hin dunkler
erscheinen. Die Pseudodiphtheriebazillen dagegen wachsen in
kleineren glinzenden Kolonien, die entweder hellbldulich oder
schwirzlichbraun erscheinen; in der Mehrzahl lassen sie sich zu-
sammenschieben (dhnlich wie Micrococeus catarrhalis).

Viele Kokkenarten werden auf diesem Nahrboden gehemmt.

Claubergnihrboden mit Serumzusatz nach Herrcue. Die Her-
stellung ist die gleiche wie bei CLAUBERG angegeben, mit dem
Unterschied, daB das Blutwasser sich zusammensetzt aus: 400 ccm
sterilem Aqua dest. von 50° zu 300 ccm defibriniertem Blut; nach
einigen Minuten werden 300 ccm Pferdeserum (durch Chloroform
steril gehalten) zugesetzt. Vor dem Mischen mit dem Agar muf}
dieses Blutwasserserum auf 50° erwirmt werden, da sonst der Agar
erstarrt.

Der Nihrboden ergibt 1. schnelleres Wachstum, so da8 die
KoloniengréBe um 50% groBer ist, 2. mikroskopisch typischere
Diphtheriebazillenformen.

Indikatortellurplatte nach CrauBere. I. 6 ccm wiéssrige 2proz.
Losung von Wasserblau 6B extra P (Griibler-Hollborn), 2 cem
wissrige 2proz. Stammlosung von Metachromgelb IT RD (Griibler-
Hollborn), 1,5g Dextrose, 1,25 ccm lproz. Zystinlésung, 0,15 g
Natriumazetat. II. 15cem defibriniertes Blut, 30 ccm steriles dest.
Wasser, dazu 2,5 ccm Blutglyzerolat und 4 ccm 1proz. Kalium-
telluritlosung (s. Original-Clauberg). III. 50 ccem 4 proz. Fleisch-
wasseragar mit 0,2% Dinatriumphosphat.

Zur Herstellung von I. werden Dextrose und Natriumazetat in
einer kleinen Menge Aqua dest. aufgekocht, dann gibt man die
Zystinlosung hinzu; diese stellt man her, indem man 1 g wasser-
freie Soda in ca. 30 cem Aqua dest. aufkocht, darin 1g Zystin
auflost und die Losung mit Aqua dest. auf 100 cem auffiillt. Ist
die Dextrose usw. Losung auf 48° abgekiihlt, setzt man die Farben
hinzu. Von Metachromgelb stellt man sich eine geséttigte wissrige
Loésung (Stamml6sung) her, die man 2 zu 100 (2proz.) mit Aqua
dest. verdiinnt. Das Ganze héilt man bei 48°. II. und III. werden
ebenfalls auf 48° temperiert, und die drei Bestandteile in Kolben
von mindestens doppeltem Volumen griindlich gemischt und in
Platten vergossen.
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Diphtheriebakterien wachsen unter Bildung eines intensiv
blauen Hofes, Pseudodiphtherie 148t den Néhrboden unverédndert
oder farbt schwach gelb.

Bluttellur-Agarplatte nach GuNpEL und Tierz. Zur makroskopi-
schen Diagnostik und Typendifferenzierung der Diphtheriebakte-
rien. I. 0,5 g Natriumkarbonat unter Kochen in 5 ccem Aqua dest.
losen, dann 0,5 g Zystin zusetzen und nach dem Losen mit Aqua
dest. auf 50 ccm auffiillen. II. Bluttellurgemisch: 50 cem steriles
defibriniertes Hammelblut, dazu 1 ccm lproz. aufgekochte
Kaliumtelluritlésung. III. 260 cecm 2,5—3proz. Néhragar.

LosungI ist vier Wochen, das Blutgemisch zwei Wochen haltbar.

Zur Herstellung des Nahrbodens werden 260 ccn Agar mit
1 cem Losung I versetzt, kurz nachsterilisiert und nach Abkiihlen
auf 50° mit IT gemischt. Die Platten miissen sehr diinn gegossen
werden : 6 ccm fir eine Petrischale.

Die Betrachtung der Kolonieformen hat unter Verwendung des
Plattenmikroskops zu erfolgen.

Der Typ I Gundel (Gravis) wéchst ziemlich ippig in Form
trockener, stark granulierter, flacher Kolonien mit unscharfem
Rand.

Der Typ II (Mitis) wachst weniger iippig in glinzenden, tropfen-
férmigen Kolonien.

Der Typ III (Intermediate) wéchst sehr spirlich in Form kleiner
trockener, zerfaserter Kolonien.

Tellurit-Eigelbnihrboden nach Percora. 3proz. gewohnlicher
Agar wird verfliissigt zu gleichen Teilen mit sterilem Normalserum
vom Pferd, Rind oder Schaf gemischt und pro 100 cem dieser
Mischung ein Eigelb und 2 cem einer 1proz. Kaliumtelluritlésung
zugesetzt. Die Masse wird in Platten gegossen.

Vor dem Mischen mu8l das Serum auf ca. 50° vorgewirmt und
der Agar auf diese Temperatur abgekiihlt werden.

Telluragarnach GILBERT, RUTH und HUMPHREYS. Zueinem Litereines
1,5proz. Agars, der aus Rindfleischwasser unter den iiblichen Bedingungen
hergestellt ist, werden nach dem Abkiihlen auf 50°, 50 ccm steriles Pferde-
serum, 10 ccm einer 20 proz. Glukose (Traubenzucker)-Lésung, 10 ccm einer
1proz. Kaliumtelluritlésung zugegeben und die Masse in Platten vergossen.
Diphtheriebakterien bilden weile Kolonien mit grauem Zentrum, Staphylo-
kokken und Streptokokken schwarze Kolonien.

Alkalialbuminatagar nachDEYKE. 20g fettfreies, zerkleinertes Pferde-
fleisch werden mit 250 ccm einer 3 proz. Natronlauge im Mérser verrieben



Agar-Nahrboden. 129

und im Erlenmeyerkolben bei 37° in den Brutschrank gestellt. Nach voll-
kommener Losung (etwa 20—30 Std.) wird die Losung filtriert, mit Salzsiure
gegen Lackmus neutralisiert auf 3 1 verdiinnt, nach Zusatz von 7,56 g NaCl
und 150 g Glyzerin mit Agar in der iiblichen Weise zu Nahrbéden ver-
arbeitet.

g) Agarnihrbioden fiir pathogene Darmbakterien.

&) Agarndhrboden fiir Choleravibrionen.

Stark alkalischer Agar. Gewdhnlicher Nahragar wird auf PH
8,2—8,4 eingestellt und zu Platten vergossen oder in der iiblichen
Weise zu Schriagrohrchen abgefiillt, die wie iiblich sterilisiert und
schrag gelegt werden.

Himoglobin-Agar nach EscH. 5g Himoglobin Merck, 15 ccm
Normalkalilauge oder Natronlauge, 15 ccm Aqua dest., 200 cem
Nahragar PH 7,1—7,2.

Héamoglobin, n-Lauge und Aqua dest. verreibt man in einem
Morser bis das Himoglobin geldst ist, dann fiillt man die Losung
in einen Kolben um und sterilisiert 1 Std. im Dampftopf. Gleich-
zeitig 16st man Néhragar auf, stellt auf die PH-Zahl ein und mischt
15 Teile der heilen, sterilen alkalischen Himoglobinlésung mit
85 Teilen des sterilen heilen Agars. Die Masse kann gleich in
Platten vergossen werden, die nach dem Trocknen gebrauchsfertig
sind.

Blutalkali-Agar nach Dieupnonnt. 3 Teile Blutalkali, 7 Teile
Nahragar PH 7,1—7,2.

Defibriniertes Rinderblut wird zu gleichen Teilen mit Normal-
kalilauge in einem Kolben gemischt und nach guten Durchschiitteln

3/ Std. im Dampftopf sterilisiert. Bei Mengen von mehr als11
kann die Sterilisation bis zu 1 Std. ausgedehnt werden, es bildet
sich dabei Methamoglobin.

3 Teile Blutalkali und 7 Teile heifler 3proz. Ndhragar werden
miteinander gemischt, die sterile Masse wird zu Platten ver-
gossen. Die Platten miissen vor dem Gebrauch mindestens
24 Std. im Brutschrank stehen, weil sich in den ersten Bebrii-
tungsstunden Ammoniak entwickelt, das das Wachstum der
Vibrionen hemmt.

Damit das gasférmige Ammoniak besser entweichen kann,
klemmt man zwischen Ober- und Unterschale ein Stiickchen Flie3-
papier ein.

Attz-Hettche, Nihrbéden und Farben. 9
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Das Blutalkali kann in einer Flasche mit eingeschliffenem Glas-
stopsel, steril im Eisschrank aufgehoben, bis zu mehreren Monaten
gehalten werden.

Nach vaN LogHEM und NIEUWENHUISE kann man das
Blutalkali in einer Flasche mit sterilem Paraffin.liquidum iber-
schichten. 7—14 Tage nach der Uberschichtung liefert das Blut-
alkali in dem vorher angegebenen Verhiltnis mit Agar gemischt,
sofort brauchbare Platten.

Das nach diesem Verfahren hergestellte Blutalkali ist bis zu
12 Monaten haltbar. Die Brauchbarkeit der Dieudonnéplatte wird
in der Weise gepriift, dal man sie zur Hilfte mit Choleravibironen
und zur Halfte mit Bact. Coli beimpft. Nach 24stiind. Bebriitung
miissen Choleravibrionen gut gewachsen, Colibaz. gehemmt sein.

Blutalkaliagar nach PiLon. 3 Teile Blutalkali, 7 Teile Agar.

Aus kristallisierter Soda (Natr. carbonicum crystallisatum pur.)
und Aqua dest. stellt man eine 12 proz. Losung her. Die Sodalésung
wird mit defibriniertem Blut (am besten eignet sich Schweineblut),
zu gleichen Teilen gemischt, die Mischung bleibt 1—2 Tage (nicht
langer als 3 Tage) stehen und wird dann 1% Std. im Dampftopf
sterilisiert. Eine mehr als 3 Tage alte Blutsodamischung wird beim
Sterilisieren fest.

Die sterilisierte Blutsodamischung wird im Verhaltnis von 3 zu
7 Teilen Agar heifl gemischt und dann in Platten ausgegossen. Die
Platten sind nach halbstiindigem Trocknen sogleich verwendungs-
fahig. Das Blutsodagemisch kann in einer mit einem zugeschliffenen
Glasstopsel versehenen Flasche sterilisiert aufgehoben werden und
ist lange Zeit haltbar. Vor dem Zusatz zum Agar erwéirmt man die
Flasche etwa 15 Minuten im Dampftopf.

Hamoglobinextrakt-Alkali-Soda-Agar nach BAERTHLEIN und
GILDEMEISTER. 3,5gHimoglobinextrakt Pfeuffer-Miinchen, 10ccm
0,85 proz. NaCl-Lésung, 13,5 ccm 5,5 proz. Losung von wasserfreier
Soda, 2 cem 10proz. Kalilauge, 80 ccm 3proz. Agar PH 7,1.

Der Héamoglobinextrakt wird mit der phys. Kochsalzlgsung auf-
gelost und mit der gleichen Menge der 5,5proz. Sodalésung und
2 cem Kalilauge vermischt. Das Ganze wird 15 Min. im Dampftopf
sterilisiert. Nachdem die Losung auf unter 50° abgekiihlt ist, wird
sie mit 80—90° heilem Agar gemischt und sogleich zu Platten
vergossen. Niederschlige, die sich evtl. dabei bilden, sind be-
langlos.
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Nachdem die Platten etwa 30 Min. vorgetrocknet sind, kénnen
sie gleich in Gebrauch genommen werden.

Rohrzucker-Malachitgriinlosung nach HESSE. a) Herstellung des Agars:
35 g Agar werden in 11 Wasser iiber Nacht eingeweicht. Dann setzt man
hinzu: 10 g Fleischextrakt, 10 g Pepton Witte, 5 g NaCl und kocht in einem
2 1-Kolben 4—5 Std.im Dampftopf. Statt dersonst iiblichen Filtration stellt
man den Kolben im Dampftopf schrig und lat absetzen. Dann dekantiert
man den noch heiflen Agar in Kolbchen. Zu je 100 ccm des heiflen Nahragars
setzt man hinzu: 4 ccm einer 10proz. Sodalésung (hergestellt aus wasser-
freier Soda), sterilisiert 15 Min. im Dampftopf nach und gibt 5 cem einer
sterilen 20 proz. Rohrzuckerlésung (Saccharose), 5 cem einer 20 proz. Dextrin-
16sung und 0,4ccm einer gesittigten alkoholischen Malachitgriinlosung
(Ho6chst. kristall. extra) zu. Der Nahrboden wird schlieBlich mit 1,5—2 ccm
einer 10proz. frisch hergestellten Natriumsulfitlésung entfarbt. Vor dem
Beimpfen werden die Platten getrocknet.

Rohrzucker-Fuchsinlosung nach ARONSON. Zur HerstellungdiesesNahr-
bodens braucht man: 1. 3,5proz. Agar, der aus Liebigs Fleischextrakt her-
gestellt wird. Die Agarfiden werden iiber Nacht in Wasser (35 g pro Liter)
eingeweicht, am folgenden Tage setzt man 1% Liebigs Fleischextrakt, 1%
Pepton, 0,5% Kochsalz zu und erhitzt 4—5 Std. im Dampftopf. Der Kolben
wird schrag gestellt, damit die nicht gelosten Teile sedimentieren. Den klaren
Teil des Agars dekantiert man in einen sterilen MeBzylinder und fiillt zu
200—250 ccm in sterile Erlenmeyerkélbchen ab.

2. 10proz. Lésung von wasserfreier Soda.

3. 20yproz. Losung von Rohrzucker (Saccharose).

4. 20proz. Losung von Dextrin (ist stets triibe).

Die drei Losungen werden 30 Min. im Dampftopf sterilisiert.

5. Gesittigte alkoholische Fuchsinlosung (s. gesittigte Losungen unter
Farben).

6. Frisch hergestellte 10proz. Natriumsulfitlésung, die durch kurzes
Aufkochen sterilisiert wird.

Die Zusammensetzung erfolgt so, daB man zu 100 ccm des heiflen Agars
6 ccm der 10proz. Sodalésung und den Agar 15 Min. bei 100° halt. Dann
erfolgt die Zugabe von 5ccm der 20proz. Rohrzuckerlésung, 5cem der
20 proz. Dextrinlésung 0,4 ccm der ges. alkohol. Fuchsinlésung und 2 ccm
Natriumsulfitlésung.

Das heiBe Kolbchen wird nach dem Mischen schrig gestellt; es setzt
sich viel Sediment ab. Die iiberstehende gelblich-braune Fliissigkeit wird
vorsichtig zu Platten vergossen, die nach dem Trocknen gebrauchsféhig sind
und kiih] und dunkel aufbewahrt sich einige Tage halten.

Die Choleravibrionen spalten fast alle Zuckerarten, besonders dann, wenn
sie frisch aus dem Stuhl geziichtet werden. Bis zu einem gewissen Grade
werden auch Stirke und Dextrin angegriffen. Die meisten Koliarten spalten
den Rohrzucker nicht, daher sind rote Kolonien auf einer solchen Platte als
choleraverdichtig anzusehen. Doch gibt es viele Koliarten, die auch die
Aronsonplatte riten. Die Rotung erfolgt nach denselben Gesetzen wie bei
der Endoplatte.

9*
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B) Agarnihrbéden fiir die Bakterien der Ty phus-
Ruhrgruppe.

Allgemeines. Die pathogenen Darmbakterien, mit Ausnahme
der Shiga-Kruse-Ruhr, stellen an den Nahrboden keine besonderen
Anspriiche, sie wachsen gut auf dem gewohnlichen Nahragar. Beim
Herausziichten aus dem Stuhl, Harn, Blut, gelegentlich aus Lebens-
mitteln u.a.m. werden sie hiufig von Begleitbakterien teils iiber-
wuchert, teils ist die Diagnostizierung durch das enge Nebenein-
anderwachsen der Kolonien, die dann in Formbildung und Farbe
indifferent sind, erschwert oder gar unmoglich. Daher wird das
Ausgangsmaterial von vornherein auf Differenzialnahrbéden aus-
gestrichen, die hauptsichlich Zusitze von Sacchariden und Indi-
katoren enthalten. Diese zeigen die Vergirung des Zuckers durch
Farbumschlag an und lassen so Riickschliisse auf die Art des
Bakteriums nach Form und Farbe der Kolonien zu.

Neben Zuckerarten verwendet man auch Elektivmittel, die das
Wachstum der pathogenen Bakterienarten fordern und das der
Konkurrenten hemmen. Als solche finden u.a. Malachitgrin
Brillantgriin und Coffein Verwendung.

Lackmusmilchzuckeragar nach v. DricaLski-CoNRADI. Dieser
Néahrboden ist urspriinglich von WURTz angegeben. Er enthilt
Milchzucker, der von Kolibazillen unter Siurebildung gespalten
wird und als Indikator Lackmusldsung. DieKoli-Kolonien wachsen
auf dem Nahrboden rot ; die Kolonien der Ty- und Ruhrgruppe, die
den Milchzucker nicht angreifen, wachsen in der Farbe des Nihr-
bodens, also blau.

Der gewohnliche Nahragar mit einer Agarkonzentration von
2,5—3 % wird mit 1% Nutrose (Kaseinnatriumphosphat) versetzt.
Die Nutrose wird in einer Reibschale mit etwas Aqua dest. ver-
rieben und dem Agar zugegeben, der dann im Dampftopf nach-
sterilisiert und noch einmal in der iiblichen Weise filtriert wird.
Der Agar wird auf PH 7,5 eingestellt und nachsterilisiert. Dann
gibt man pro Liter 15 g Milchzucker zu, den man in 130—150 ccm
Lackmusloésung nach KuBEL-TIEMANN aufkocht und 10 Min. im
Dampftopf nachsterilisiert. Bei Zugabe dieser Lackmusmilch-
zuckerlosung beobachtet man den Farbenumschlag: der Nihr-
boden mufl im warmen Zustande ins Blauviolette umschlagen.
Erscheint der Schaum rétlich, dann setzt man mit einer Pipette
soviel sterile 10proz. Sodalésung hinzu bis der blauviolette Farbton
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erreicht ist. Zu 11 des Néahragars setzt man dann noch 10 cem
einer frisch hergestellten durch Aufkochen sterilisierten Lésung
von 0,1 g Kristallviolett B (I. G.-Farbenindustrie) in 100 ccm Aqua
dest. hinzu.

Nach Mischung wird der Niahrboden in sterile Kélbchen zu
200—300 ccm abgefiillt und 15 Min. im Dampftopf nachsterilisiert.
Die Sterilisationsdauer darf nicht linger ausgedehnt werden, weil
sich sonst Milchzucker und Lackmuslésung verindern. Das Kri-
stallviolett hemmt das Bact. Proteus und bis zu einem gewissen
Grade auch das Bact. coli. Die hemmende Wirkung erstreckt sich
leider auch auf die Ruhrbakterien. Die Kristallviolettlosung darf
im Nahrboden, der fiir Ruhrbaakterien bestimmt ist, nicht ent-
halten sein.

Der modifizierte Drigalski-Conradiagar. Zum fertigen 3proz.
Néhragar setzt man 15—20 % des Kleinschen Serum-Alkali-Albu-
minats hinzu, stellt die PH-Zahl auf 7,5—7,6 ein und gibt 1,5%
(pro Liter also 15 g) in etwas Aqua dest. aufgekochten Milchzucker
hinzu. Der Albuminatmilchzuckeragar wird dann in Koélbchen
von 100—500 cem abgefiillt, je nach Grofie der Kolbchen 30 bis
45 Min. im Dampftopf sterilisiert und zum Gebrauch aufgehoben.
Vor dem VergieBen zu Platten 16st man den Nahrboden im Dampf-
topf auf und sterilisiert gleichzeitig in einem kleinen Kélbchen auf
die Agarmenge berechnet 10% Lackmuslosung. Nachdem Agar
und Lackmuslésung etwas abgekiihlt sind, werden beide mitein-
ander gemischt; falls der Néahrboden nicht fiir Ruhrkulturen be-
stimmt ist, kann noch Zusatz von Kristallviolett erfolgen. Dann
kann wie iiblich in Platten gegossen werden.

Das Kleinsche Serum-Alkali-Albuminat ist ein guter Ersatz
fiir die recht teure Nutrose. Der Vorteil der modifizierten Her-
stellung ist der, daf§ der Agar nach dem Zusatz des Alkali-Albu-
minats nicht filtriert zu werden braucht. (Der Nutroseagar filtriert
sehr schwer.) Ferner tritt bei der getrennten Sterilisation von
Milchzuckeragar und Lackmusl6sung keine Reduktion ein. Es
geniigt daher ein Zusatz von 10 % Lackmus (statt sonst 13—15%!),
wodurch andererseits die wachstumshemmende Wirkung der Lack-
muslésung geringer ist.

Die Kélbchen mit dem Milchzucker-Albuminatagar diirfen nur
so hoch befiillt werden, daB nach Zusatz der Lackmuslésung ein
Durchschiitteln noch méglich ist. Auch ein evtl. Zusatz von Soda-
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l6sung kann unter sterilen Bedingungen vor dem Vergielen er-
folgen.

Milchzucker-Fuchsinagar nach Exvo. 11Nahragar PH 7,4—7,6
10 g Milchzucker chem. rein, aufgekocht in etwas Aqua dest.,
3,5—4 ccm alkoholische gesiattigte Fuchsinlésung, 2,56 g Natrium.
sulfit, gelost in 25 ccm Aqua dest.

Zu dem heiBen Nihragar setzt man die durch Aufkochen
sterilisierte Milchzuckerlosung hinzu und farbt den Néahrboden mit
der alkoholischen gesittigten Fuchsinlésung, die man in der Weise
herstellt, daB man in einer Flasche Diamantfuchsin mit 96proz.
Athylalkohol iibergieBt und das GefiB unter hiufigem Schiitteln
2—3 Std. bei 60° hilt, dann abkiihlen li8t. Nach dem Abkiihlen
muB ein ungeldster Rest des Fuchsins auf dem Boden der Flasche
zuriickbleiben. Fuchsin wird im Verhiltnis von 6 g in 100 ccm
Alkohol gelost. Vor der Zugabe muBl die Fuchsinlésung filtriert
werden. Man hilt die fertige Losung vorriatig. Der dunkelrote
Milchzuckerfuchsinagar wird durch Zugabe der Natriumsulfit-
l6sung entfirbt und erscheint blaBrosa, wird er in der iiblichen
Weise in Platten gegossen, so verblassen diese nach dem Abkiihlen
ganz und sind in der Farbe dem gewdohnlichen Agar fast gleich.
Die Natriumsulfitlosung wird bei der Herstellung erwérmt, ein
Aufkochen ist moglichst zu vermeiden, weil hierbei Oxydation
eintreten kann und die entfirbende Wirkung herabgesetzt wird.
Aus dem gleichen Grunde ist die Losung jedesmal frisch herzu-
stellen. Der Nahrboden wird nach gutem Durchschiitteln in
Kolben abgefiillt, deren GroBe sich nach der Zahl der zu gieBenden
Platten richtet, und kann bis zu 1 Std. im Dampftopf sterilisiert
werden. Mehrmalige lingere Sterilisation ist jedoch zu vermeiden,
weil dann der Nahrboden spontan rotet. Der im Kolben auf-
bewahrte Nihrboden ist dunkel aufbewahrt einige Wochen haltbar.

Das Prinzip des Endonédhrbodens (ENDO war ein japanischer
Bakteriologe, der in Deutschland studierte) ist folgendes: Das
Fuchsin wird durch schweflige Saure unter Anderung seiner Kon-
stitution in eine farblose Verbindung iibergefiihrt : Fuchsinschwef-
lige Séaure.

Dies ist ein in der Chemie haufig angewandtes Reagens auf
Aldehyde. Durch die Fermente des Bact. coli wird nun der Milch-
zucker des Endonihrbodens gespalten und es treten neben Séuren
die Aldehyde auf, welche mit fuchsinschwefliger Sdure eine Ver-
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bindung eingehen, die rot gefirbt ist. Die Kolikolonie ist deshalb
nach 15stiind. Bebriitung rot gefiarbt, wird spater dunkelrot und
schlieBlich fuchsinglinzend. Da die Aldehyde diffundieren, ist auch
der Nahrboden rot gefirbt. Die Endoplatte kann daher auch dem
Aldehydnachweis (z.B. Formalin!) dienen.

Die pathogenen Darmbakterien der Ty- und Ruhrgruppe wach-
sen in der Farbe des Nihrbodens. Zur Hemmung des Bact. Proteus
kann dem Endoagar nach KLEINSORGEN und JUSATZ 3% sterile
Rindergalle zugesetzt werden. Der Nihrboden muB nach dem
Zusatz auf die urspriingliche PH-Zahl (etwa 8,1—8,2) eingestellt
werden. Zur Hemmung des Bact. coli kann nach GAETHGENS
ein Zusatz von 0,33% Coffein erfolgen. Das Coffein wird in Aqua
dest. aufgelost, darf aber nicht iiber 80° erhitzt werden. Eine
Sterilisation der Losung ist durch Filtration (Seitz- oder Berke-
feldfilter) moglich.

Aus Platten, die von Proteus iiberzogen sind, kann man die
pathogenen Keime einfach dadurch isolieren, dal man die ver-
déachtigen Kolonien auf gewohnliche Agarplatten mit einem Zusatz
von 4% Galle iiberimpft. Auf dem Galleagar wichst der Proteus
in Kolonieform (BAHRMANN).

Kasein-Laktose-Saccharoseagar (modifizierter Drigalski-Agar).. 10g
Laktose, 10 g Saccharose, 1 g Natriumthiosulfat, 40 ccm 0,2proz. wiBrige
Bromthymolblaulésung, 5cem 0,1 proz. wafrige Kristallviolettlosung, 11
Kaseinagar.

Laktose, Saccharose und Natriumthiosulfat werden in der Bromthymol-

n
blaulésung (Stammlésung aus 475 ccm Aqua dest., 25 ccm 10 NaOH, 1g
Bromthymolblau) 5 Min. gekocht. Dann setzt man die Mischung dem
sterilen Kaseinagar zu und gief3t eine Probeplatte. Die Farbe des fliissigen
Agars muBl schwach blau, die des festen Agarsdeutlich blau sein ; der Farbton
ist durch NaOH zu korrigieren. Alsdann gibt man das Kristallviolett hinzu
und gieBt die Platten.

Kasein-Endoagar. Die Darstellung erfolgt wie unter ,,Endoagar an-
gegeben. Die Kolonien von Typhus und Paratyphus sind nicht so charakte-
ristisch wie auf dem Fleischwasser-Endoagar, sind aber bei einiger Ubung
erkennbar.

Neutralrotagar zum Stich. 11 lproz. Nihragar PH 7,2—7 4,
3 g Traubenzucker in etwas Aqua dest. aufgekocht, 10 ccm walrig
gesittigte Neutralrotlosung.

Man verdiinnt den heilen Agar mit heiBer Bouillon soweit,
daB die Konzentration des Agars nur noch 1% betrdagt. Dann gibt



136 Nahrbodentechnik.

man die Traubenzucker- und Neutralrotlosung hinzu, schiittelt
kraftig durch und fiillt den Néahrboden zu ca. 8 ccm in Reagens-
rohrchen ab, die 30—45 Min. im Dampftopf sterilisiert werden.

Die Neutralrotlosung stellt man her, indem man dem durch
Aufkochen entkeimten Aqua dest. soviel Neutralrot hinzusetzt, da
ein ungeloster Teil als Bodensatz zuriickbleibt. Die gesittigte
Lésung ist lange haltbar.

Der Nahrboden dient zur Differenzierung zwischen Ty- und
Paratyphus. Die Gasbildner sprengen die Agarsaule des Stich-
kulturréhrchens. Die Saurebildung wird durch Farbumschlag ins
Gelbe angezeigt. Kurz vor dem Beimpfen 16st man den Nahrboden
auf und 148t ihn wieder erstarren.

Traubenzuckeragar zum Stich (zum Nachweis von Gasbildung).
Der gewohnliche Nahragar PH 7,4—7,5 wird durch Bouillonzusatz
auf eine Agarkonzentration von 1—1,5% verdiinnt und erhélt einen
Zusatz von 2% in Aqua dest. durch Aufkochen gelésten Trauben-
zuckers. Der Traubenzuckeragar wird wie der Neutralrotagar in
Rohrchen abgefiillt und sterilisiert. Die Stichkultur dient haupt-
sidchlich zum Nachweis der Gasbildung.

Die Rohrchen miissen kurz vor dem Beimpfen aufgelost und
erstarrt sein.

Bleiazetatagar zum Stich. 250 ccm Nahragar PH 7.5, 5 cem
einer 5proz. willrigen Bleiazetatlésung.

In einem 150 ccm Erlenmeyerkolben kocht man 100 ccm Aqua
dest. 3—5 mal zwecks Sterilisation kurz auf, schiittet in das heif3e
H,0 die abgewogene Menge Bleiazetat hinzu, schiittelt bis zur
Losung, kocht dann noch einmal kurz auf und vermischt in dem
angegebenen Verhiltnis Bleiazetatlosung und heilen Nahragar.
Nach gutem Durchmischen fiillt man den Nahrboden unter sterilen
Bedingungen wie Ascitesagar zu ca. 7—8 ccm in Réhrchen ab, der
abgefiillte Nahrboden darf nicht mehr sterilisiert werden.

Die Beimpfung erfolgt durch Einstich der Bakterienkultur.

Mannit-Maltose-Saccharose-Agar fiir Rubrkulturen. 100 bis
130 cem Lackmuslsung, 15 g Mannit gelost in etwas Aqua dest.,
1000 ccm Néhragar PH 7,3—7 4.

Mannit wird in etwas Aqua dest. durch kurzes Aufkochen
gelost und die Losung 15—20 Min. im Dampftopf sterilisiert. In
einem zweiten Kolbchen wird die Lackmuslésung 20—30 Min.
sterilisiert. Inzwischen wird der Néhragar vorbereitet, indem man
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ihn auflost, auf die PH-Zahl einstellt und nachsterilisiert. Zu dem
sterilen heilen Nahragar setzt man die Mannit- und die Lackmus-
I6sung hinzu und vergiet den Néahrboden in Platten.

Falls Shiga-Kruse-Dysenterie nicht gut wichst, kann man dem
Nahragar 15—20% des Kleinschen Serum-Alkali-Albuminats zu-
setzen (s. Modifikation des Drigalski-Agars).

Will man den Nahrboden vorritig halten, so verfahrt man am
besten so, dall man die sterile Mannitlésung dem sterilen Agar
hinzusetzt, die Masse in sterile Kolben abfiillt und 30 Min. im
Dampftopf nachsterilisiert. Zum Gebrauch sterilisiert man die
Lackmuslésung fiir sich, 16st den Agar auf und vermischt mit der
Lackmuslésung. Der Kolben mit dem Mannitagar, dessen Menge
bekannt sein muf}, darf dann nur so hoch gefiillt sein, daB nach
Zugabe der Lackmuslosung ein Durchschiitteln moglich ist.

Dasselbe Verfahren gilt auch fiir Maltose- bzw. Saccharoseagar.
Esist selbstverstindlich, daB nicht alle drei Zuckerarten dem Néhr-
boden zusammen zugesetzt werden.

Brillantgriinpikrinsiure-Agar nach CoNrapI. (Elektivnahrboden
fiir Typhus- und Paratyphusbazillen.) 11 Nahragar PH 7,0—7,1,
6,5 ccm einer wiallrigen Brillantgriinlésung 0,1:100, 6,5 ccm einer
waBrigen 1proz. Pikrinsdurelosung.

0,1 g Pikrinsdure wird in 10 ccm kochendem Aqua dest. geldst,
in derselben Weise 16st man 0,1 Brillantgriin in 100 ccm Aqua dest.
Die Losungen miissen jedesmal frisch bereitet werden, ebenso mufl
der Agar genau eingestellt sein, weil sonst die colihemmende Wir-
kung versagt. Zu dem heiflen Agar werden die beiden heiflen,
frisch hergestellten Losungen hinzugesetzt. Nach gutem Durch-
mischen wird der Ndhrboden in Platten vergossen.

Brillantgriin kristallisiert extra rein bezieht man von der I. G.-
Farbenindustrie, Pikrinsdure von Griibler, Leipzig.

Der Nihrboden elektiviert Paratyphusbazillen und hemmt das
Bact. coli. Als Elektivnahrboden fiir Typhus versagt er oft.

Malachitgriinagar. (Elektivnihrboden fiir Paratyphus — bedingt auch
fiir Typhusbakterien.) 1g Malachitgriin krist. extra rein (Hdochster Farb-
werke) wird in einer Flasche mit eingeschliffenem Glasstopsel oder Gummi-
stopfen mit 100 cem 96 proz. Alkohol iibergossen,der Meniskus wird markiert,
das GefaB zwecks Losung fiir 2—3 Stunden in den 60°-Thermostaten ge-
stellt und mehrmals umgeschiittelt. Nach dem Abkiihlen wird die evtl. ver-
dunstete Menge mit Alkohol aufgefiillt.

Das Malachitgriin kann auch in Form einer wéiBrigen Lésung hergestellt
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werden, die aber nur 8—10 Tage haltbarist. Die alkoholische Lésung bleibt
dagegen fest verschlossen praktisch unverindert.

Dem gewdhnlichen 2,5proz. Agar setzt man 1% Nutrose oder 15—20%
Serumalkalialbuminat hinzu und stellt ihn dann auf PH 7,2 ein. Fiir Para-
typhusbakterien ist der Nutrose oder Albuminatzusatz nicht unbedingt not-
wendig. Doch wachsen diese nach dem Zusatz weit iippiger. Typhusbakterien
kommen ohne den genannten Zusatz nur sehr langsam zur Entwicklung. Die
Nutrose wird in einer Reibschale mit warmem Wasser verrieben, dann dem
Agar zugesetzt, der hierauf durch Leinwand- oder Papierfilter filtriert wird.
DieFiltration geht bei Nutrosezusatz sehr langsam vor sich, weshalb Zusatz
von Serumalkalialbuminat vorzuziehen ist. Die genaue Einstellung auf
PH 7,2 ist wichtig. Der Agar wird in Kolben, deren GréBe sich nach der
Zahl der auf einmal zu gieBenden Platten richtet, in abgemessenen Mengen
abgefiillt und im Dampftopf in der iiblichen Weise sterilisiert. Da der Agar
jedesmal verschieden ausfallt, ist es angebracht, auf einmal eine gréBere
Menge herzustellen und in einer Versuchsreihe mit verschieden groien Dosen
der Malachitgriinlosung auszuwerten.

Man verdiinnt dazu fiir Typhusbakterien 1 cem der Malachitgriinlésung
mit der gleichen Menge Alkohol bzw. H,0 wenn es sich um wiBrige Losung
handelt und gibt davon 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 und 0,6 ccm in je eine
Petrischale und in jede der Petrischalen je 20 ccm des heiBen Agars. Man
erhalt dann Malachitgrimkonzentrationen von 1:80000; 1:40000; 1:20000;
1:13333; 1:10000; 1:8000 und 1:6666. Der heile Agar muB8 sofort nach
Zugabe durch Schwenken der Platte mit der Malachitgriinlésung gemischt
werden. Die Platten werden dann entsprechend signiert und nach dem
Erstarren und Vortrocknen mit je zwei frischen Typhus- und zwei Koli-
stimmen beimpft. Die Empfindlichkeit der Typhus- und der Kolistimme
gegen das Malachitgriin ist verschieden, daher wihlt man fiir den Versuch
Stamme von geringer und mittlerer Empfindlichkeit aus. Nach 24stiind.
Bebriitungsdauer priift man die Platten. Diejenigen Konzentrationen bei der
Typhus am besten entwickelt und Coli am meisten gehemmt ist, benutzt
man als Gebrauchsdosisfiir den hergestellten Agarvorrat. Wenn z. B. auf der
Platte mit 0,2 (1:20000) das Wachstum zufriedenstellend ist, dann gibt man
zum Gebrauch 0,5ccm der 1proz. Malachitgriinlosung zu 100 ccm Agar.
Gewdhnlich braucht man 5 ccm der 1 proz. Malachitgriinlésung auf 11 Agar.
Paratyphusbakterien vertragen etwa 30 mal soviel Malachitgriin wie die
Typhusbakterien; es besteht also die Méglichkeit, durch hohe Malachitgriin-
konzentration Bact. coli vollstindig zu hemmen, wihrend Paratyphus dann
noch gut wichst. Wo es darauf ankommt, Paratyphus aus Lebensmitteln
usw. zu isolieren, stellt man sich eine 2 proz. alkoholische Malachitgriinlésung
her und setzt folgende Versuchsreihe an: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 u. 0,6 ccm
der 2proz. Malachitgriinlésung werden in je eine Petrischale pipettiert und
in der oben angegebenen Weise mit je 20ccm Agar gemischt. Es entstehen
dann Malachitgriinkonzentrationen von 1 :10000; 1 :5000; 1 :3333;
1:2500; 1 :2000; 1:1666. Die so gewonnenen Platten werden mit Bact.
Coli und Paratyphus B beimpft und 24 Std. bebriitet. Ist z. B. auf der
Platte mit 0,5ccm Malachitgriinzusatz der Paratyphus gut gewachsen und
der Coli gehemmt, dann ist die Gebrauchsdosis der 2proz. Malachitgriin-
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16sung 2,5 zu 100ccm Agar. Der Agarkolben mufl vor der Malachitgriin-
zugabe auf ca. 60° abgekiihlt sein. Wo Malachitgrimagar nur selten gebraucht
wird, hélt man Agarrdhrchen zu 20cem abgefiillt vorritig, die bei Bedarf
gelost und mit der Malachitgriinlésung in Platten gegossen werden. Die Ma-
lachitgriinplatte, die mit dem zu untersuchenden Material beimpft ist, wird
nach dem Bebriiten mit ca. 3ccm Kochsalzlosung iibergossen und bleibt
einige Sekunden stehen. Typhus-und Paratyphusbakterien 16sensichschnell
vom Néhrboden ab. Die NaCl-Losung wird auf Endo- oder Drigalskiagar
abgeimpft.

Sidurefuchsin-Malachitgriinagar. 11 Nahragar PH 7,0—7,1,
50 cem 3proz. Saurefuchsinlésung, 10 cem willrige Malachitgriin-
16sung 1:10 000, 14 g Milchzucker, aufgekocht in etwas Aqua dest.

Vorritig zu halten sind die Séurefuchsin- und die Malachit-
griinlésungen. 3 g Sdurefuchsin S (Griibler, Leipzig) werden in
100 ccm Aqua dest. aufgelost. Die Losung ist lange haltbar. Die
Malachitgriinlésung wird durch Auflésung von 0,1 g Malachitgriin
krist. extra rein (Hochst) in 100 ccm Aqua dest. hergestellt. Vor
der Zugabe verdiinnt man 1 ccm dieser Malachitgrinlosung mit
9 ccm Aqua dest. Die wiBrige Malachitgriinlosung ist nur 8bis
10 Tage haltbar. '

Der heie Agar wird mit den beiden Farblosungen und der
Milchzuckerlésung versetzt, %% Std. im Dampftopf nachsterilisiert
und zu Platten vergossen. Der Nahrboden ist nicht lichtempfind-
lich und fiir die Typhus- und Ruhrdiagnose brauchbar. Die patho-
genen Darmbakterien entfdrben den Nahrboden.

Wasserblau-Metachomgelbagar nach GassNer. 11 Néhragar
PH 7,1—7,2, 63 ccm einer 3 proz. wifrigen Metachromgelblsung,
88 ccm einer 1proz. wiirigen Wasserblaulosung, 50 g Milchzucker,
in der Wasserblaulosung 10 Min. gekocht. Metachromgelb II R D
(Griibler, Leipzig) wird nach Auflésung 2 Min. gekocht. Wasser-
blau 6 Bextra P und Milchzucker werden in Aqua dest. 10 Min.
gekocht.

Die beiden Farben miissen getrennt gekocht werden, weil sonst
Ausflockungen eintreten und die Nahrbodenqualitdt leidet. Die
einzelnen Bestandteile werden in heiflem Zustand miteinander ge-
mischt und der Niahrboden sogleich in Platten gegossen. Die
Platten sind griin. Bact. coli wichst in tiefblauen Kolonien, sie
erscheinen in der Durchsicht blauschwarz, in der Aufsicht blau-
griin. Die Kolonien der Typhus- und Ruhrbakterien hellen den
Nahrboden gelblich auf und erscheinen gelblich glasig. Der Farb-
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umschlag ist sehr deutlich auch bei enganeinander stehenden
Kolonien.

Chinablau-Malachitgriinagar nach Birrer. 11 Nahragar PH7,0
bis 7,2, 20 g Milchzucker aufgekocht in etwas Aqua dest., 4 ccm
einer waBrigen, gesittigten Chinablaulésung, 25 ccm einer 0,1 proz.
wiflrigen Malachitgriinlésung. (Chinablau und Malachitgriin krist.
extra rein, Hochst.) Das Chinablau sdttigt das Aqua dest. erst
bei etwa 12proz. Konzentration. Die beiden Farblésungen sind
vorrdtig zu halten.

Dem heillen Agar setzt man die Milchzuckerlosung und die
beiden Farblosungen hinzu. Der Néahrboden wird darauf 10 bis
15 Min. im Dampftopf nachsterilisiert und in Platten vergossen.
Die Platten diirfen nicht zu dick sein, weil sonst die Beurteilung
erschwert wird. Das Bact. coli wachst auf dem Néhrboden in
blauen, Ty. und Paraty.in farblosen durchscheinenden Kolonien.

Chinagriinagar nach WerBITZKY. 11 Néhragar PH 7,4, 14 bis
15 ccm einer 0,2proz. wilirigen Chinagriinlésung.

Den fertigen Néahragar halt man in Kolben zu entsprechenden
Mengen vorritig. Zum PlattengieBen lost man den Agar auf, kiihlt
ihn auf 60—65° ab und gibt die Chinagriinlésung hinzu. (Chinagriin
der I. G. Farbenindustrie.) Die Platten werden wie die Malachit-
grinplatten angewandt.

Rhamnoseagar zur Beobachtung von Schleimwallbildung. 1g
Rhamnose (Isodulcit) in etwas Aqua dest. aufgekocht, 100 ccm
Nahragar PH 7,5.

Dem verflissigten Nahragar wird die Rhamnoselésung zu-
gesetzt, es kann kurze Nachsterilisation im Dampftopf erfolgen.
Der Nahrboden wird in Platten vergossen und dient zur Beobach-
tung der Schleimwallbildung bei verschiedenen Arten der patho-
genen Darmbakterien.

Karotinagar. Mohrritben werden nach griindlichem Abbiirsten
in heiBem Wasser geputzt, dann zerrieben. Der Saft wird durch
ein Seihtuch abgepreBt, 30 Min. im Dampftopf sterilisiert, dann
filtriert und im Verhéltnis von 5 zu 100 ccm Agar PH 7,5 gemischt.
Nach Sterilisation wird der Néhrboden in Platten vergossen. Auf
dem etwas braunlichen Nihrboden ist die Schleimwallbildung um
die Kolonien sehr gut zu beobachten.
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h) Agarniihrboden zur Bestimmung der Keimzahl im Trinkwasser
und in der Mileh.

Heyden-Nihrstoff-Gelatine-Agar nach Prarr fiir Wasserunter-
suchung. 7,5¢g Fadenagar, 5 g Heydennahrstoff, 1000 ccm Aqua
dest., 50 g Blattgelatine.

Agar und Wasser werden im Autoklav bei 0,5 at 14 Std. ge-
kocht. Nach dem Abkiihlen der Masse wird die Gelatine hinzu-
gesetzt. Der Heydennahrstoff (reine aus Hithnereiweifl hergestellte
Albumose) wird in 20—30 ccm Wasser gequirlt, der Masse hinzu-
gefiigt und mit dieser unter dauerndem Riihren aufgekocht, dann
ca. 45 Min. im Dampftopf sterilisiert und wie die Nahrgelatine
filtriert. Die PH-Zahl wird auf 7,0—7,2 eingestellt und der Nahr-
boden in hoher Schicht in Rohrchen oder Kolben abgefiillt, die im
Dampftopf 30—45 Min. nachsterilisiert werden.

Zur Bestimmung der Keimzahlim Trinkwasser wird der auf 40°
abgekiihlte Nahrboden mit bestimmten Mengen des zu unter-
suchenden Wassers in Platten gegossen.

Lab-Lemko-Pepton- Gelatine-Agarnach PrRaLr. 10g Lab-Lemko
(Liebigs Fleischextrakt), 10 g Pepton, 1,6—2 g Féadenagar, 5g
Kochsalz, 1,5—2g Soda, 1000ccm Aqua dest., 100g Blatt-
gelatine.

Lab-Lemko, Pepton, Agar, Kochsalz und Soda werden im Auto-
klav 1, Std. bei ¥ at gekocht. Der etwas abgekiihlten Masse wird
die Gelatine zugesetzt, der Nahrboden wird noch einmal auf-
gekocht, wie die Nahrgelatine geklirt und filtriert. Die PH-Zahl
wird auf 7,0—7,2 eingestellt und der Nahrboden wie die Gelatine
weiter verarbeitet.

Heyden-Agar nach W. Hesse und NIEDERER. 10 g Nahrstoff
Heyden, 10 g Agar, 11 Aqua dest.

Der Agar wird mit dem Aqua dest. im Autoklav gekocht
(30 Min. bei 0,5at). Der Heydennéhrstoff wird in 50 ccm Aqua
dest. in einem Becherglase angefeuchtet, gequirlt und der heilen
Agarlosung hinzugesetzt. Die Masse wird unter sténdigem Riihren
aufgekocht und dann filtriert. Der fertige Nahrboden wird in
Rohrchen abgefiillt und sterilisiert. Eine PH-Bestimmung ist nicht
notwendig. Die Anwendung erfolgt in der fiir die Keimzahl-
Bestimmung im Wasser iiblichen Art.

Aesculingallensalzagar nachVANDERLECK zur Isolierung von Bact.

Coli aus Milch und Wasser. 20 g Pepton Witte, 5 g Taurocholsaures
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Natrium, 1 g Aesculin, 1 g Ferrum citricum, 10—15 g Fadenagar,
1000 ccm Aqua dest.

Pepton, die Salze und der Agar werden mit dem H,O 30 Min.
bei 105° im Autoklav gekocht, dann im Dampftopf filtriert, in
Rohrchen oder Kolbchen abgefiillt und im Dampftopf sterilisiert.

Agar zur Bestimmung der Keimzahl im Trinkwasser und in der
Mileh (amerikanische Standardmethode). 150g Fadenagar werden
3—4 Std. in Aqua dest. eingeweicht, durch ein Sieb abfiltriert und
noch 1—2mal mit Aqua dest. gewaschen. Man bringt die Agar-
taden wieder auf ein Sieb und 148+t sie abtropfen. Inzwischen wird
ein leerer Kochtopf abgewogen, mit 4000 ccm Aqua dest., 30g Lab-
Lemko (Liebigs Fleischextrakt) und 50g Trockenpepton beschickt
und aufgekocht, nach 5 Min. langem Kochen stellt man die Losung
auf PH 6,4—6,6 ein und filtriert sie klar. Dem Agar wird jetzt
Fleischextraktlosung hinzugesetzt und das Gesamtgewicht des
Topfinhalts durch Zusatz von Aqua dest. auf 10230g gebracht,
dann aufgekocht und 15—20 Min. unter Riithren im Kochen ge-
halten.

Nach Beendigung der Kochprozedur wird das verdampfte Was-
ser durch heifles Aqua dest. auf die urspriingliche Gewichtszahl er-
ginzt (10230) und die PH-Zahl nachkontrolliert, notigenfalls
korrigiert. Der Nihrboden wird dann im Autoklav in der iiblichen
Weise filtriert und falls er nicht die notwendige Klarheit zeigt auf
55° abgekiihlt und wie die Gelatine mit Eiereiwei8 geklirt. Der
fertige Nahrboden muB einen PH-Wert von 6,4—6,6 haben. Man
tillt ihn in Rohrchen oder Kolben ab und sterilisiert in der iiblichen
Weise im Dampftopf.

i) Agarnéihrbdden fiir Tuberkelbazillen.
) Eiweill- bzw. albumosehaltige Néhrboéden.

Vorbemerkung: Tuberkelbazillen werden auf festen Nahrbsden
hauptséchlich in Form von Schrigkulturen angelegt. Das natiir-
liche Kondenswasser reicht gewohnlich fiir die lange Kulturdauer
nicht aus. Es ist daher angebracht, vor dem Beimpfen ca. 3;ccm
Glyzerinbouillon oder déhnliches in jedes Rohrchen unter sterilen
Bedingungen hineinzubringen.

Auch hat essich bewihrt, die Rohrchen wihrend der Bebriitung
in eine feuchte Kammer (Zinkkasten nach KoLLATH) zu stellen.
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Glyzerinagar. Der gewohnliche 2proz. Nahragar erhilt einen
5proz. Zusatz von Glycerin pur. Nach Einstellung auf PH 6,3—6,4
fir humane, bzw. 6,7—7,0 fiir bovine Stimme wird der Nahrboden
zu Schragrohrchen abgefiillt und sterilisiert. Nach dem Erstarren
in Schriglage ist er gebrauchsfertig.

Eigelbagar nach DorseEr. Nahragar mit einer PH-Zahl von 7,2
wird zu ca. 6—7ccm in Rohrchen abgefillt und in der iiblichen
Weise im Dampftopf sterilisiert ; dann ist er im Wasserbad auf 60°
abzukiihlen und bei dieser Temperatur zu halten. Inzwischen wer-
den ganz frische Hiihnereier mit heifem Wasser, Seife und Biirste
gereinigt, abgetrocknet, einzeln in Spiritus getan und auf der As-
bestplatte abgeflammt. Man desinfiziert sich die Hénde, knickt
die Eierschale zwischen den beiden Polen mit einem sterilen Messer,
trennt Eierklar und Eigelb und gibt mit einer sterilen Pipette,
deren Spitze etwas erweitert ist, zu jedem Agarréhrchen je ein
Kubikzentimeter hinzu. Durch geschicktes Neigen wird der Agar
mit dem Eigelb vermischt. Die Réhrchen werden dann sofort zum
Erstarren schriag gelegt. Eine Nachsterilisation ist nicht zuléssig.
Zur Sterilitatsprobe stellt man die erstarrten Réhrchen einige Tage
in den Brutschrank.

Heydenagar nach HesseE. 5 g Néahrstoff Heyden, 5g Kochsalz,
20g Glyzerin, 10g Agar, 1000 ccm Aqua dest., 5 ccm Normalsoda-
16sung.

Der Fidenagar wird zusammen mit dem NaCl, Glyzerin und
der Sodalésung in der iiblichen Weise gekocht und filtriert. In-
zwischen feuchtet man den Néahrstoff Heyden in einem Becherglas
mit 20—25ccem sterilem, kaltem Aqua dest. an und quirlt bis zur
Auflosung. Die Losung wird dem heilen Agar zugesetzt unter
Riihren mit diesem 3/ Std. gekocht und dann filtriert. Der Nahr-
boden wird auf PH 6,5 eingestellt, in Rohrchen fiir Schrigkulturen
abgefiillt und 30 Min. im Dampftopf sterilisiert.

Hirnagar nach Ficker. Rinderhirn, so frisch wie mdoglich,
wird von den Hiuten befreit, gemahlen und nach Zusatz der glei-
chen Menge dest. Wassers unter Rithren 15 Min. gekocht. Die
Hirnmasse wird durch ein Tuch gepre3t und zu gleichen Teilen mit
gewohnlichem 2,5proz. Néahragar gemischt. Der Agarhirnmasse
setzt man 3% Glyzerin hinzu, fillt unter dauerndem Umriihren
in Rohrchen fiir Schrigkulturen ab und sterilisiert die Rohrchen

30—45 Min. im Autoklav. Die Réhrchen werden dann in der iib-
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lichen Weise schrig gelegt. Die Hirnkolatur ist sauer, eine Ein-
stellung auf eine bestimmte PH-Zahl ist nicht erforderlich.

B) Eiweill- bzw. albumosefreie Agarnahrbéden.

KuB-Agar. 1.7g Zitronensaure krist. chem. rein, 7 ccm Normal-
Schwefelséure, 7,5g Kal. carbonat chem. rein, 500 ccm Aqua dest.

Die drei Chemikalien werden dem dest. Wasser zugegeben und
mit diesem aufgekocht. Inzwischen wiegt man folgende Salze ab:

2. 4g Calciumglycerophosphat, 1,5g Magnesiumglycerophat,
0,4g Ferrum citricum reduct. pur., 12g Asparagin pur. cryst.,
50 cem Glycerin pur.

Die Salze werden zusammen in einen leeren Kolben gegeben
und mit der Losung 1 iibergossen. (Lost man die Salze einzeln auf,
dann flocken die Phosphate aus.) Dann fiigt man das Glyzerin
hinzu und kocht bis zur Losung der Salze.

3. 15—18g Agar werden in 500ccm Aqua dest. 30 Min. im
Autoklav gekocht, dann werden beide Lésungen vereinigt, die
Masse wird im Dampftopf filtriert, auf PH 6,3—6,4 eingestellt
(tiir bovine Stimme kann die PH-Zahl 6,7—7,0 betragen) und in
Roéhrchen firr Schrigkulturen abgefiillt. Die Rohrchen werden
30—40 Min. im Dampftopf sterilisiert und schrag gelegt.

LockeEMANN Agar. 3g Natr. Monophosphat, 0,6 g Magnesium-
sulfat, 2,5¢ Magnesiumcitrat, 5 g Asparagin, 4 g Kaliummono-
phosphat, 20g Glyzerin, 500 ccm Aqua dest.

Die Salze werden in 500 cem Aqua dest. gegeben und mit ihm
aufgekocht. 15—18g Agar werden in 500ccm Aqua dest. 30 Min.
im Autoklav gekocht, die beiden Losungen vereinigt und im Dampf-
topf filtriert. Die PH-Zahl wird auf 6,4 fir humane oder 6,8 fiir
bovine Stiamme eingestellt, dann der Nahrboden in Réhrchen fiir
Schriagkulturen abgefiillt und 45 Min. im Dampftopf sterilisiert.
Die sterilisierten Rohrchen werden schrég gelegt und sind nach dem
Erstarren gebrauchsfertig.

j) Agarnihrboden fiir pathogene Pilze.

Maltose- oder Glukose-Pepton-Agar fiir Pilze nach SABoURAUD
(Milieu d’épreuve). 30gPepton Witte, 120g Maltose oder Glukose,
54g Agar, 3000ccm Leitungswasser.

Der Agar wird in angewédrmtem Leitungswasser gut durch-
geknetet und bleibt am besten iiber Nacht zum Aufweichen stehen.
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Dann gibt man Pepton und das Saccharid zu, kocht unter dauern-
dem Riihren auf und solange nach, bis der Agar geldst ist (etwa
10—15 Min). Inzwischen werden im Autoklav Filterkolben und
Filter wie zur Agarfiltration aufgestellt, die Filter mit dem Agar
beschickt und der Autoklav langsam auf 110° erhitzt. Diese Tem-
peratur darf nicht tiberschritten werden, weil sonst der Zucker
leicht verdndert werden kann. Nach etwa 5 Min. wird die Behei-
zung des Autoklaven abgedrosselt und dieser etwa 30 Min. sich
selbst liberlassen. Nach dieser Zeit ist der Nahrboden filtriert. Die
syrupéhnliche, etwas braunliche Masse wird in sterile 300-ccm-
Koélbchen oder groBkalibrige Kulturréhrchen abgefillt (in den ge-
wohnlichen Rohrchen kénnen sich die riesigen Kolonien nicht
typisch entwickeln) und 30 Min. im Dampftopf sterilisiert. Die
Sterilisation kann auch fraktioniert an drei aufeinanderfolgenden
Tagen zu je 20 Min. erfolgen. Zur Sterilitditsprobe 148t man die
Rohrchen einige Tage bei Zimmertemperatur stehen. Der Néahr-
boden bleibt natursauer.

Milieu de choix nach SaBouraupn. 10—20g Pepton, 30—40g
Glukose, 15—20g Agar, 1000ccm Wasser. Herstellung wie bei
Milieu d’épreuve.

Milieu de conservation nach SABouraun. 30g Pepton, 18g Agar,
1000 ccm Wasser. Die Herstellung ist grundsatzlich dieselbe, wie
die der beiden anderen Pilzndhrbidden. Die Sterilisation kann auf
einmal erfolgen, weil hier kein Zucker vorhanden ist. Beilingerem
Aufenthalt auf zuckerhaltigen Nahrbéden tritt Formveranderung
(Pleomorphie) bei den Pilzen ein, daher ist fiir Dauerkulturen dieser
Niahrboden vorgesehen.

Nihrboden nach Praur fiir Ausgangskulturen. 10—20g Pepton,
10g Traubenzucker, 5g Glyzerin, 5g Kochsalz, 20g Agar, 1000ccm
Wasser. Die Herstellung erfolgt wie beim Milieu d’épreuve nach
SABOURAUD.

Modifikation des Plautschen Nihrhodens nach Grurz. 1. 5g
Pepton Knoll unter leichtem Erwirmen mit etwas Wasser gelost,
dazu 10g Traubenzucker, 5g Glyzerin, 5g NaCl, 18g Agar, 1000ccm
Wasser. Herstellung usw. wie oben.

2. 5g Pepton Knoll geldst wie vorher, dazu 60g Nervinamalz
Knoll, 5g Glyzerin, 5g NaCl, 18g Agar, 1000ccm Wasser. Herstel-
lung im allgemeinen wie oben, der Néhrboden filtriert sehr schwer
und wird allgemein unfiltriert verwandt.

Attz-Hettche, Nihrboden und Farben, 10
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Deutscher Pilzbestimmungsagar nach Grtrz. 5g Pepton Knoll,
80g Nervinamalz Knoll, 18g Agar. Das Pepton wird unter Er-
wirmen in etwas Wasser gelGst, der Agar, der in dem Wasser auf-
geweicht wird, bekommt den Zusatz von Nervinamalz und der
Peptonlésung. Die Masse wird im Autoklav auf 110° erhitzt, der
Autoklav dann abgekiihlt und der Nahrboden in Kulturgefifle oder
Vorratskolben abgefiillt und wie der Sabouraudnéhrboden sterili-
siert. Eine zu lange Sterilisation ist zu vermeiden, weil sonst das
Nervinamalz verindert wird.

Deutscher Fortziichtungsnihrboden nach Grtrz. 30g Pepton
Knoll, 18g Agar, 1000ccm Wasser. Die Herstellung ist die gleiche
wie die des Milieu de conservation nach SABOURAUD. Von allen
den Pilzndhrbéden kénnen selbstverstindlich auch Platten ge-
gossen werden. Die Ausfithrung ist dieselbe wie beim gewé6hn-
lichen Agar.

k) Agarnihrbéden fiir apathogene Pilze, Hefen usw.

Bierwiirz-Agar fiir Pilze und Hefen. Die in Bierbrauereien er-
haltliche Bierwiirze wird 1 Std. im Dampftopf gekocht und muB
mindestens iiber Nacht abstehen. Der abgestandenen filtrierten
Bierwiirze setzt man 2% Agar hinzu, kocht ohne jeden weiteren
Zusatz, filtriert und fiillt wie iiblich ab, oder stellt nach Sterilisation
Platten her.

Der Nahrboden wird natursauer verwandt.

Bieragar. Aus hellem oder dunklem Lagerbier wird durch
Kochen die Kohlensdure ausgetrieben. Dem noch heilen Bier
wird dann soviel kohlensaurer Kalk hinzugesetzt, daf3 die Reak-
tion gegen Lackmuspapier nur noch schwach sauer ist. Nach
Zusatz von 1,5—2% Agar wird die Masse wie iiblich gekocht
und filtriert. Die Verwendung ist als Schrigagar und auch als
Agarplatte iiblich.

Asparaginagar nach BREpEMANN fiir Sporentriiger. 6g Agar
werden téglich 2 Std. acht Tage lang in flieBendem Wasser ge-
wassert, zum Schlufl abgedriickt und zusammen mit 11 Wasser,
20g Rohrzucker und 10g Asparagin gekocht und filtriert (Kochen
und Filtrieren erfolgt im Dampftopf). Nach Fertigstellung des
Néahrbodens erfolgt ein Zusatz von: lg Kaliumphosphat, 0,1 g
Kalziumchlorid, 0,3 g Magnesiumsulfat, 0,1 g Natriumchlorid, 0,1g
Eisenchlorid. Die Salze werden in dem Agar heif} gelst.
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1) Agarnihrbdden fiir Amoben.

Heuwasseragar. 20g Wiesenheu werden mit 1000 ccm Aqua
dest. aufgekocht und abfiltriert. Das Filtrat wird auf 1000ccm
ergianzt, mit 1,5—2% Agar versehen, aufgekocht, filtriert und auf
PH 8,2—84 eingestellt. Der Nahrboden wird in Schrigrohrchen
abgefiillt oder in Platten vergossen.

Heudekokt-Agar nach ScHarDpINGER. 30g Heu werden in 11
Wasser suspendiert. Nach Zusatz von 1—1,5g gepulvertem Kalk-
hydrat wird die Mischung 24—36 Std. in den Brutschrank gestellt,
filtriert, durch Phosphorséiure ausgefillt und alkalisiert. Nach Zu-
satz von 1—2%% Agar und Kochen in der iiblichen Weise erfolgt
Filtration, Abfiillen und Sterilisation. Die Beimpfung erfolgt durch
Ubertragen ins Kondenswasser.

Amibenagar nach MuserAve und CLece. 20g Agar, 1000ccm
Aqua dest., 0,3—0,5g Fleischextrakt, 0,3—0,5g NaCl. Nach der
iiblichen Verarbeitung wird der Nahrboden auf PH 8,2 eingestellt.

m) Spezialndhrboden fiir Flagellaten.

N-N-N-Agar. 14g Agar werden in 900cem Aqua dest. unter
Zusatz von 6g Kochsalz geldst, gekocht und in der iiblichen Weise
filtriert. Vor dem Gebrauch 16st man den Agar, kiihlt ihn auf 43°
ab und mischt mit defibriniertem Kaninchen- oder Hundeblut im
Verhiltnis von 1 Teil Blut zu 2 Teilen Agar. Das Blut muf} auf
diese Temperatur vorgewirmt sein. Das Blutagargemisch wird in
Schragrohrchen abgefiillt oder in Platten vergossen. Die Flagel-
laten gedeihen zunichst im Kondenswasser, spater auch auf dem
Blutagar selbst. Auch ein Zusatz von einigen Tropfen Blut zum
Kondenswasser der gewohnlichen Schrigagarrohrchen bringt Kul-
turen zum Wachsen.

Blutagar nach W. NoLLer. 25g Agar werden in 1000cem
schwach alkalischer Pferdefleischbouillon in der iiblichen Weise
gekocht, dann mit 2% Traubenzucker versehen, filtriert und zu
3—>5cem in Rohrehen abgefiillt und sterilisiert. Vor dem Gebrauch
wird die notwendige Anzahl der Rohrchen aufgelost und dem Agar
so heiB wie nur moglich die gleiche bis doppelte Menge defibri-
niertes Pferdeblut zugegeben. Die Rohrchen werden dann in der
Schriiglage zum Erstarren gebracht und mit einem Gummistopfen
verschlossen, indem der Wattestopfen tiefer hineingeschoben wird.

10*
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Zum Plattengielen verwendet man einen 1 proz. Agar, der
unter Zusatz von 19, Traubenzucker wie oben angedeutet her-
gestellt wird. Der Agar wird zu etwa 15 cem in Rohrchen ab-
gefiillt, die vor Gebrauch mit der gleichen Menge defibriniertem
Pferdeblut in Platten gegossen werden. Der Agar mufl mdoglichst
heif3, die Petrischale mindestens 2 c¢m hoch sein. Nach dem Er-
starren wird die Platte sofort beimpft. Das Kondenswasser
wird in der Deckschale in eine 2—3°/, Sublimatlosung aufge-
fangen.

VI. Nihrboden aus koaguliertem Eiweif3.

1. Serumniihrbhoden.

LorrLeg-Serum fiir Diphtheriebakterien. Uber Gewinnung und
Konservierung des Serums s. Gewinnung von tierischem Serum.
Zur Ziichtung von Diphtheriebakterien eignet sich in gleicher Weise
Hammel-, Rinder- oder Pferdeserum.

Zur Herstellung des Nahrbodens wird das Serum vorsichtig von
dem am Boden des GefiBles befindlichen Chloroform gegossen.
3 Teile dieses Serums werden mit 1 Teil einer 1—2proz. Trauben-
zuckerbouillon gemischt und dann in Petrischalen oder in Rohr-
chen gegossen. Beim Abfiillen ist darauf zu achten, daB keine
Blasenbildung an der Oberfliche der Réhrchen oder Platten auf-
tritt, weil sonst der Nahrboden keine glatte Oberfliche erhilt.
Man 148t das Serum an der inneren Wand des Réhrchens oder der
Platte herunterlaufen. Bei den Réhrchen achtet man noch darauf,
daB der Teil des Rohrchens, in dem der Wattestopfen sitzt, nicht
mit dem Néhrboden befeuchtet wird. Die befiillten Réhrchen bzw.
Platten werden dann durch Erwéirmung zum Erstarren gebracht.
(EiweiBlgerinnung durch Wéarme.) Hierzu bedient man sich des
Serumerstarrungsschrankes, eines Apparates, der genau so gebaut
ist wie der Brutschrank, also doppelwandig mit Wasserfiillung,
jedoch Temperaturen bis zu 100° entwickeln kann. Die befiillten
Serumrohrchen werden in den einzelnen Fichern des Schrankes
auf Glasstiben usw. schrig gelegt. Die Platten bringt man in
horizontaler Lage im Schrank zum Erstarren. Das Serum erstarrt
bei einer Temperatur von 60° aufwirts. Fir Lofflerserum benutzt
man Temperaturen von 80—95°. Das Erstarren dauert je nach
der Hohe der Temperatur 1-—1 15 Std. Der Néhrboden ist dann
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fest erstarrt, wenn die Oberfliche beim Anklopfen an die Wand
des Kulturgefifies keine Erschiitterung zeigt. Die erstarrten Rohr-
chen usw. werden aus dem FErstarrungsschrank genommen und
nach dem Erkalten im Dampftopf nachsterilisiert. Diese Art der
Nachsterilisation eignet sich aber nicht fiir jedes Serum ; es kommt
zuweilen vor, dall der Nahrboden durch Blasenbildung unbrauch-
bar wird. Die sicherste Art der Nachsterilisation ist die einer
nochmaligen Erwirmung fir mehrere Stunden auf 90° am Tage
nach dem Erstarrenlassen im Erstarrungsschrank.

Wo das Blutserum von vornherein durch hitzeresistente Keime
verunreinigt ist, kann man sichere Sterilisation nur durch Filtra-
tion (Seitzfilter) erreichen. Weniger resistente Keime werden
in einigen Wochen durch das dem Serum zugesetzte Chloroform
abgetotet.

Ist das Serum nicht ganz frei von Himoglobin, so bekommt der
Nahrboden eine bradunliche unansehnliche Farbe. Das Wachstum
wird dadurch nicht beeintriachtigt. Die Bouillon kann zur Not
auch ohne Traubenzucker Verwendung finden; sie darf aber
nicht zu alkalisch sein, weil dann der Nahrboden weich und braun
wird und sich zur Ziichtung wenig eignet. Zum Erstarren des
Serums sind noch andere Apparate als der genannte gebréuchlich,
das Prinzip ist jedoch immer dasselbe. Behelfsméfig kann man
Lofflerserum auch im Trockensterilisierschrank zum Erstarren
bringen; man muf§ dann aber vor dem Einstellen des Serums die
Beheizung regulieren und wahrend des Erstarrens beobachten.
Eine Zugabe von 0,125g Cystin auf 1000cem Lofflerserum ver-
bessert das Wachstum der Diphtheriebakterien.

Rinderserumtellurplatte nach CoxrAbpI und TROCH. Man stellt eine
Bouillon aus 10g Lab Lemko, 20g Pepton, 5g Kochsalz, 6 g Calcium bimali-
cum und 1000ccm Wasser her. Die Losung wird 30 Min. im Dampftopf er-
hitzt, filtriert und dem sauer reagierenden Filtrat 1% Traubenzucker hinzu-
gesetzt. Zu 1 Teil der Bouillon gibt man 3 Teile frisches Rinderserum und
pro 100ccm des Gemisches 2cem einer 1proz. Kaliumtelluritlosung (Her-
stellung s. bei Claubergnahrboden). Dann wird in Petrischalen verteilt, die
15 Min. bei 85° zwecks Erstarrung gehalten werden. Die Deckel der Platten
werden 