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Die chemisch-parasitire Theorie iiber die Entstehung der Zahnkaries, die
von Miller zuerst durch bakteriologische Untersuchungen auf die Richtigkeit
ihrer Voraussetzungen gepriift und als zutreffend tewiesen wurde, hat auch
nach dem heutigen Stand der Forschung als die einzig richtige zu gelten. In
den letzten Jahren konnten Walkhoff (1) und Seitz (2) diese Theorie aufs
neue bestdtigen, indem es ihnen gelang, einen der natiirlichen Xaries in jeder
Hinsicht entsprechenden Vorgang der kiinstlichen Karies zu erzeugen. Die
von Miller vertretene Theorie war folgende: Siuren, die in der Mundhéohle
vor allem durch Garung der Kohlehydrate entstehen, entkalken das Zahn.
bein, das dann durch die Fermente der in den Dentinkandlchen vordringenden
Bakterien . aufgelost wird [nach Port und Euler (3)]. Aus fritheren Arbeiten
[Kantorowicz (4), Sieberth, Goadby (die beiden letzteren zitiert nach
Kantorowicz) und Hilgers (5)] ist bekannt, daB die in den tiefsten Schichten
des karidsen Dentins gefundenen Bakterien zur iiberwiegenden Zahl Strepto-
kokken sind. Aus den Arbeiten Kruses (6, 7 und 8) und Eichlers weil man,
daB der von Kruse ausfiihrlich beschriebene Streptococcus lacticus als haufiger
Gast auf allen Schleimhduten, auch auf der normalen Mundschleimhaut, anzu-
treffen ist, den er deshalb direkt als Schleimhaut-Streptokokken (6) bezeichnet.
Ebenso wies Kruse (8) als erster darauf hin, dal der Streptococcus lacticus
stets im kariésen Dentin zu finden ist.

An der Hand eines grofleren Untersuchungsmateriales sollen die im kariésen
Dentin gefundenen Streptokokken untersucht und ihre Zugehorigkeit zur
Gruppe des Streptococcus lacticus niher gepriift werden. Eine Anzahl der
zu ziichtenden Stdmme der Streptokokken soll dann neben den etwa noch
im kariésen Dentin zu findenden anderen Bakterienarten auf ihre Fihigkeit,
aus Kohlehydraten durch Vergirung Siure zu bilden, gepriift werden, um so
festzustellen, welche Bakterienart vor allem fiir die Bildung der Siuren ver-
antwortlich zu machen ist, die dann bei der Entkalkung des Dentins eine so
wichtige Rolle spielen.

M f,Z. 22. 9



130 Hellmuth Sperling:

Untersucht wurde der Bohrstaub aus 60 kariésen Zihnen. Um nun vor
allem die Streptokokken in moglichst vielen Spielarten zu erhalten, die ja nach
Kruse (7) und Kruse und Pansini (9) sehr mit den Wachstumsbedingungen
wechseln, unter denen sie sich entwickeln, wurde auch in der Wahl des Unter-
suchungsmateriales eine mdoglichste Verschiedenheit angestrebt. Es wurde
der Bohrstaub untersucht aus Kavitiaten von 1. Ziahnen im Mund des Patienten,
2. frisch extrahierten Zahnen, 3. Zihnen, die vor 2, 4, 6, 8, 9, 10, 11 usw. bis
21 Tagen extrahiert waren und die nach der Extraktion gereinigt trocken in
sterilem Zellstoff aufbewahrt worden waren.

Zur Erlangung des Untersuchungsmateriales wurden die Zahne gereinigt,
aus den Kavitiaten alles erweichte und verfirbte Dentin mit sterilen Exkava.
toren entfernt (da ja nur die in den tiefsten Schichten des kariésen Dentins
angetroffenen Bakterien als eigentliche Karieserreger anzusprechen sind), die
Kavitit mit Alkohol gereinigt und dann mit sterilen Bohrern ausgebohrt. Bei
den Untersuchungen an den 20 ersten Zihnen wurde der Bohrstaub trocken
oder, nachdem er wahrend einer Stunde in physiologischer Kochsalzlgsung
gequollen war, auf Tr.Z.-Agar-Platten ausgestrichen. Da aber in beiden Fillen
das Wachstum auf den Platten ein nur sehr sparliches war, wurde bei den wei-
teren Untersuchungen der Bohrstaub in Tr.Z-Bouillon aufgefangen. (Im Munde
des Patienten wurde er zuerst auf sterilen Spiegeln aufgefangen und von dort
aus auf Tr.Z-Bouillon iibertragen.) Nach eintidgigem Belassen auf der Tr.Z.-
Bouillon war stets reichliches Wachstum festzustellen. Zur Trennung der
auf der Bouillon gewachsenen Bakterienarten wurde von der Bouillon auf
Tr.Z.-Agar-Platte iiberimpft. Die Kolonien, die auf diesen Platten nach 24
bis 48 Stunden wuchsen, wurden bei schwacher Vergroferung gepriift, und
von einer grofBeren Anzahl von ihnen wurden Firbepriparate angefertigt.
Die so ausgewahlten und gepriiften Kolonien wurden zur Reinigung mehrere
Male hintereinander iiber Tr.Z.-Agar-Platten geschickt und die Stamme erst
dann, wenn ihre absolute Reinheit wiederholt festgestellt war, auf Tr.Z.-Agar
schrig iiberimpft. Aus dem Bohrstaub der karidsen Zihne wurden folgende
Bakterien geziichtet:

1. Aus allen Zahnen [mit Ausnahme von einem frisch extrahierten Zahn
(Stamm 13), einem Zahn im Munde (Stamm 9), einem 10 Tage alten
(Stamm 34) und einem 11 Tage alten (Stamm 19) Zahn] Streptokokken
[und zwar mit den Angaben Kruses iibereinstimmend (8) in Reinkultur], die
sich in ihrem Koloniewachstum und mikroskopischen Bild vollig gleich dem
Streptococcus lacticus zeigten. [Vgl. Kruse (7 und 8), Lehmann und
Neumann (10)].

2. Aus vier Zahnen Staphylokokken (dreimal neten dem Streptococcus
lacticus, allein nur aus einem Zahn im Mund [Stamm 9]).

3. Aus drei Zahnen nach Gram farbbare Stabchen [zweimal neben dem
Streptococcus lacticus, allein nur in einem 10 Tage alten Zahn (Stamm 34)].

4. Aus sechs Zahnen nach Gram nicht firbbare Stibchen [viermal neben
dem Streptococcus lacticus, allein nur aus ginem frisch extrahierten (Stamm 13)
und einem 11 Tage alten Zahn (Stamm 19)]. In diesen Zahnkavititen war
es sicher nicht gelungen, alles erweichte Dentin zu entfernen.
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Da durch diesen Befund bestitigt war, dafl der Streptococcus lacticus als
der hauptschuldige Erreger der Zahnkaries aufzufassen ist, wurde in der wei-
teren Arbeit diesem an erster Stelle Beobachtung geschenkt.

An den Kolonien des Streptococcus lacticus, die auf den ersten Platten-
ausstrichen wuchsen, wurden folgende Beobachtungen gemacht:

Anfangs bei allen Stimmen spirliches Wachstum. Nach 24 Stunden waren
die Kolonien in der 3. Verdiinnung klein (etwa !/, mm im Durchmesser), punkt-
artig erhaben, zart, gelbwei}, glasig durchscheinend, knorpelig, so daf sie nur
schwer beim Abheben an der Ose hafteten, glatt, trocken. Bei schwacher Ver-
groferung erschienen sie kreisrund, scharf abgesetzt, mit stark lichtbrechendem
Rand, fein gekérnt, im Zentrum braunlich undurchsichtig. Nach 48 Stunden
waren die Kolonien etwas grofler, erreichten aber nie den Durchmesser von
1 mm. In der 1. Verdiinnung im dichten Ausstrich waren die Kolonien sehr
klein, eine Neigung zu konfluieren, wurde nur sehr selten keobachtet. [Vgl.
Kantorowicz (4) iiber die Beobachtungen an seinem Streptokokkus a].

Die aus den oben beschriebenen Kolonien angefertigten Fartepraparate
(es wurde stets nach Gram gefiarbt), zeigten ein sehr wechselndes Bild. [Vgl.
Kruse (6, 7 und 8)]. Der Streptococcus lacticus zeigte sich vorwiegend, ohne
Unterschiede im Alter des Untersuchungsmateriales erkennen zu lassen, in
kiirzeren oder lingeren Ketten, seltener nur in einzelnen Diplokokken. An den
Kokken selbst wurden die verschiedensten Groflen und Formen keobachtet.
In den verschiedenen Stimmen wechselten grofle Kokken mit zum Teil sehr
feinen, lingsovale, meist deutlich zugespitzte Formen, mit fast kreisrunden,
zwischen denen einzelne lingsovale Gebilde zu sehen waren, die Stabchen mit
abgerundeten Ecken sehr dhnelten. An den Priparaten, die aus den verschie-
denen Kolonien des Bohrstaubs ein und desselben Zahnes angefertigt waren,
konnten wesentliche Unterschiede in Form und Gréfle nicht festgestellt werden.
Die Befunde, die Hilgers (5) in seiner Arbeit beschreibt, dal in frischen Zihnen
vorwiegend der Streptococcus pyogenes, in alten Zahnen vorwiegend der Strepto-
coccus lacticus anzutreffen sei, konnten nicht bestitigt gefunden werden, da
alle Wachstumsformen, die gefunden wurden (auch da, wo die Kokken sehr
klein und rund waren), durch ihr meist deutlich erkennbares Wachstum in
Doppelkokken (vor allem in dem noch spiter zu erwihnenden direkten Zerfall
der Ketten in einzelne Kokkenpaare) sich nur als Wachstumsvariationen
des Streptococcus lacticus erwiesen.

Neben dem Wachstum auf Tr.Z.-Agarplatte wurde das Wachstum einer
Anzahl Stimme noch gepriift auf Agar-Platte, Tr.Z.-Agar-Stich, Gelatinc-
Platte, Gelatine-Stich, Bouillon, Tr.Z.-Bouillon, Milch und Loffler-Serum-
Platte. AufBler den bereits oben angefiihrten Verschiedenheiten der Stimme
hinsichtlich Gréfe und Form ihrer Kokken konnten hier keine merklichen
Unterschiede zwischen den einzelnen untersuchten Stammen beobachtet werden.
Im folgenden soll kurz das beobachtete Wachstum des Streptococcus lacticus
auf den genannten Nihrboden beschrieken werden.

Agar-Platte: Wachstum sparlicher als auf Tr.Z.-Agar-Platte. Im Kolonie-
wachstum und im mikroskopischen Bild keine Unterschiede gegeniiter den
auf Tr.Z.-Agar-Platte gewachsenen Kolonien.

g*
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Tr.Z.-Agar-Stich: Nach 24 Stunden gutes Wachstum, besonders in der
Tiefe, lings des Stiches in kugeligen Kolonien, die nicht konfluieren. Keine
Gasbildung.

Gelatine-Platte: Nach 48 Stunden winzig kleine Kolonien, die nach
8 Tagen etwa die GroBe der Kolonien auf Tr.Z.-Agar-Platte erreicht haben.
Verfliissigung wurde nicht beobachtet.

Gelatine-Stich: Nach 48 Stunden fadenférmiges Wachstum lings des
Stiches in weiBen, kugeligen, sehr kleinen Kolonien, die sich nach 8 Tagen
nur wenig vergroBert haben. Am Einstich kein Wachstum. Verflissigung
wurde auch in der Tiefe nicht beobachtet.

Bouillon: Nach 24 Stunden klar oder leicht gleichmiBig getriibt. Geringer
lockerer Bodensatz, der sich beim Aufschiitteln in feinen Wolken erhebt und
bald wieder zu Boden setzt. Saurebildung minimal (siehe Tabelle II).

Tr.Z.-Bouillon: Nach 24 Stunden klar, bei einzelnen Stimmen leicht
getriibt. Reichlicher lockerer Bodensatz, der sich 6iters ein Stiick an der Glas-
wand und in losen, wolkigen, feinen Faden in der Bouillon hochzieht. Auf-
geschiittelt erhebt sich der Bodensatz in feinen Flocken, die sich bald wieder
setzen; die Bouillon bleibt noch lingere Zeit getriibt. Nach 48 Stunden ist
der Bodensatz dichter geworden und hat sich mehr gesetzt. Uber die beob-
achtete Saurebildung vgl. Tabelle 1.

Milch: Gerinnt im Brutschrank bei 37 Grad Celsius fest nach 48 Stunden.

Loffler-Serum-Platte: Nach 24 Stunden kleine, weillliche Kolonien,
die weicher sind als die Kolonien, die auf Tr.Z.-Agar-Platte beobachtet wurden.

Von den ersten Plattenausstrichen auf Tr.Z.-Bouillon, Bouillon oder Milch
iiberimpft, wuchsen die Stamme fast ausnahmslos nur in langen Ketten, die
zeitweise stark geschlingelt waren. Einzelne Diplokokken wurden nur ver-
einzelt zwischen den Ketten beobachtet.

Wie bereits oben angefithrt, wurden die Stamme fiir spatere Untersuchungen
alle auf Tr.Z.-Agar schrig aufbewahrt. Sie wurden jeden 4. oder 5. Tag nach
vorheriger Priifung ihrer Reinbeit im Féarbepriaparat neu iiberimpft. In der
Zwischenzeit wurden die Stimme nach jeder 4. Uberimpfuag iiber Tr.Z.-Agar-
Platte geschickt, um eventuelle Verunreinigungen festzustellen.

Die Stamme wuchsen auf Tr.Z.-Agar-schrig gut, in kleinen Kolonien, die
nur selten konfluierten, das Kondenswasser war klar mit lockerem Bodensatz.
Nach zweitdgigem Belassen im Brutschrank bei 37 Grad Celsius wurden die
Stamme bei Zimmertemperatur im Dunkeln aufbewahrt. In der ersten Zeit
der Ziichtung der Stamme auf kiinstlichem Nihrboden waren sie bei angestellten
Proben selbst noch nach 10tagiger Pause gut iiberimpfbar.

Alle Stamme des Streptococcus lacticus, die im Tierversuch (durch sub-
peritoneale Injektion bei Mausen) gepriift wurden, erwiesen sich als nicht
pathogen.

Wihrend der Zucht des Streptococcus lacticus auf kiinstlichem Néhrboden
wurden an ihm folgende Variationen beobachtet:

1. Wachstum: Das Wachstum der Stimme, das in den ersten Platten-
ausstrichen nur spirlich war, wurde nach einiger Zeit der Ziichtung auf kiinst-
lichem Nahrboden iippiger.
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2. Kolonien: Diese wurden nach der 6.—8. Uberimpfung im Plattenaus-
strich in der 2. und 3. Verdiinnung, wo sie isoliert wuchsen, grofler (es wurden
einzelne Kolonien beobachtet, deren Durchmesser bis 1'/, mm betrug), weicher
und nahmen auf dem ganzen Ausstrich eine mehr grauweiBe Farke an. Uber-
haupt wechselte das makroskopische Aussehen der Kolonien fast bei jedem
neuen Plattenausstrich um ein Geringes, um frither oder spiter wieder ein
altes Bild zu zeigen [Vgl. Hilgers (5)]. Fuserige Kolonien, von denen Hilgers
spricht, konnten nicht beobachtet werden. Bei schwacher Vergréfierung konnte
an den Kolonien keine Anderung festgestellt werden.

3. Mikroskopisches Bild der Bakterien: Das Wachstum in Ketten
war in den Firbepriparaten, die aus Plattenkolonien hergestellt wurden, bei
den meisten Stimmen fast véllig verschwunden. Nur selten wurden noch kurze
Ketten von vier oder hichstens acht Kokken beobachtet. Fast iiberall waren
die Kokken nur noch in einzelnen Diplokokken angeordnet. Auch im hangenden
Tropfen aus Tr.Z.-Bouillon waren die langen Ketten seltener geworden und
an ihre Stelle einfache Diplokokken und kurze Ketten getreten. Bei vielen
Stimmen hatten sich die lingsovalen, deutlich zugespitzten Kokken in runde
Kokken umgebildet.

4. Lebensdauer: Kolonien, die iiber 2 Monate hindurch jeden 4. oder
5. Tag iberimpft waren, wuchsen, von 8 Tage altem Tr.Z.-Agar-schrig neu
iiberimpft, nur sehr spiirlich, erholten sich dann aber bei weiterer Uberimpfung
wieder vollig. Stamm 1 (aus einem frisch extrahierten Zahn), Stamm 15 (aus
einem 6 Tage alten Zahn) und Stamm 17 (aus einem frisch extrahierten Zahn)
hatten nach 10tigigem Belassen auf Tr.Z.-Agar-schrig die Gestalt von nach
Gram firbbaren Stibchen angenommen, die im mikroskopischen Bild und im
Aussehen der neu angelegten Kolonien (die anfangs nur sehr spirlich wuchsen)
ganz den nach Gram firbbaren Stibchen glichen, die aus dem Bohrstaub
von drei der untersuchten Zihne direkt gewachsen waren (Stamm 18, 30 und 34).
Uber das Aussehen der Kolonien und iiber das mikroskopische Bild der Stibchen
wird spiiter bei der Beschreibung von Stamm 18, 30 und 34 gesprochen werden.
Hier sei nur erwihnt, da8 in den neuen Formen von Stamm 1, 15 und 17 Uber-
gangsformen, die an ihre Herkunft erinnerten, auffilligerweise nicht zu finden
waren.

Da diese reinen Stibchenformen, in denen Stamm 1, 15 und 17 sich jetzt
zeigten, aus absolut reinen Stimmen des Streptococcus lacticus sich gebildet
hatten, wie durch wiederholte vorherige Priifung festgestellt war, so mufiten
diese Stibchen als eine Gestaltsvariation des Streptococcus lacticus aufgefafit
werden. Es wurde der Versuch eingeleitet, Stamm 1, 15 und 17 in ihre urspriing-
liche Form des Streptococcus lacticus zuriickzufiihren. Dic Wege, die hierzu
eingeschlagen wurden, waren folgende:

a) Die Stimme wurden 6 Tage hintereinander tiglich neu auf Tr.Z.-Agar-
Platte iiberimpft. Die Ausstriche erwiesen sich stets als absolut rein. Bereits
nach der 2. Uberimpfung zeigten einzelne Stibchen mehr oder weniger tiefe
Einschniirungen [vgl. Kruse und Pansini (9), iiber ihre Beobachtungen am
Diplococcus pneumoniae], die tiglich mehr ins Auge fielen. Stamm 1 war
bereits nach der 5. Uberimpfung (nach seinem mikroskopischen Bild und dem
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Aussehen seiner Kolonien zu urteilen) in seine utspriingliche Gestalt des Strepto-
coccus lacticus zuriickgegangen und hat diese auch wihrend der ganzen weiteren
Zeit der Untersuchung (iiber 6 Wochen) beibehalten. Stamm 15 und 17 zeigten
nach der 6. Uberimpfung nur sehr stark ausgeprigte Einschniirungen. Sie
wurden jetzt weiter

b) auf Loffler-Serum-Platten iberimpft, wo wiederum tigliche Neuiiber-
impfung auf dem gleichen Nihrboden vorgenommen wurde. Bereits nach
der 3. Uberimpfung hatten beide Stamme wieder ihre urspriingliche Gestalt
des Streptococcus lacticus angenommen, die sie ebenso wie Stamm 1 auch
weiterhin behielten.

Eine Riickbildung der so aus der Stakchenform zur urspriinglichen Form
des Streptococcus lacticus zuriickgebrachten Stimme 1, 15 und 17 wieder
in die Stabchenform gelang nicht. Die absolut reinen Stimme waren zu diesem
Zwecke lingere Zeit auf dem gleichen Tr.Z.-Agar-schrig belassen worden.
Nach 8 Tagen fiarbten sich die Kokken nur noch schwach nach Gram, neu iiber-
impft wuchsen sie nur noch spiarlich. Das gleiche Bild nach 9 und 10 Tagen.
Am 11. Tage firbten die Kokken sich nicht mebr nach Gram und wuchsen,
neu {iberimpft, nicht mehr. Das gleiche Bild nach 12, 13 und 14 Tagen.

An den aus dem Bohrstaub dreier Zihne direkt geziichteten, nach Gram
farbbaren Stibchen (Stamm 18 aus einem frisch extrahierten Zahn, Stamm 30
aus einem 11 Tage alten Zahn und Stamm 34 aus einem 10 Tage alten Zahn)
wurden folgende Beobachtungen gemacht:

In den ersten Ausstrichen auf Tr.Z.-Agar-Platte wuchsen die Stamme
nur dubBerst sparlich und zart. Von der Seite betrachtet, war die Platte im
dichten Ausstrich wie mit einem #ufBlerst feinen Schleier iiberzogen. Nach
24 Stunden waren isolierte Kolonien in der 2. und 3. Verdiinnung kaum zu
erkennen. Nach 48 Stunden waren deutlich isolierte, winzig kleine Kolonien
zu erkennen, die auch in der Folgezeit sich nicht wahrnehmbar vergroBerten.
Die Kolonien waren glatt, schwach glinzend, durchscheinend hell. Bei schwacher
Vergrolerung waren sie unregelmaBig begrenzt, im Durchmesser etwa !/; bis /4
der Kolonien des Streptococcus lacticus in der gleichen Verdiinnung, bedeutend
grober gekérnt als diese, mit schmalem, schwach lichtbrechendem Rand, im
Zentrum griinlich undurchsichtig. Im mikroskopischen Bilde zeigten sich
Stabchen von mittlerer Stiirke, bald langer, bald kiirzer, mit deutlich abge-
rundeten Ecken, meist in Paketen dicht nebencinander gelagert, bald einzeln,
schwach kommaartig gekrimmt oder wie Fragezeichen gebogen, bald sehr
stark gekriimmt und jedes einzelne Stibchen in sich zu einem kleinen Ring
geschlossen. Neben den einzelnen Stibchenformen wurde eine groBie Neigung
zur Bildung oft sehr langer, gerader oder vielfach gekriimmter und gewundener
Fiden beobachtet. Einschniirungen konnten an den Stibchen nicht festge-
stellt werden.

Neben dem Streptococcus lacticus auf den gleichen verschiedenen Nahr-
boden untersueht wie dieser (siehe oben), konnten im Wachstum iiid im Ver-
halten den einzelnen Nihrboden gegeniiker zwischen dem Streptococcus lacticus
und den nach Gram firbbaren Stibehen nur wenig Unterschiede festgestellt
werden. Die Stibchen wuchsen nur auf allen Néhrbdden bedeutend spirlicher
als der Streptococcus lacticus, bildeten aus Tr.Z.-Bouillon (aufler Stamm 30)
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mehr Siure als dieser (vgl. Tabelle I) und brachten Milch unter den gleichen
Bedingungen wie dieser schon nach 24 Stunden fest zur Gerinnung. Villig
gleich mit den an den Stimmen des Streptococcus lacticus gemachten Beob-
achtungen wurde das Wachstum der Stibchen wihrend der lingeren Ziichtung
auf kiinstlichem Nahrboden bedeutend iippiger, die Kolonien (allerdings nur
um ein Geringes) groBer. Im mikroskopischen Bild wurde gleicheeitig ein Kiirzer-
und Feinerwerden der Stibchen beobachtet, obgleich auch bei spiiteren Prii-
fungen stets daneben noch sehr lange und starke Stabchen beobachtet wurden.
Die Neigung zur Fadenbildung blieb stets erhalten.

Die drei Staimme der nach Gram fiarbbaren Stibchen wurden wie die dcs
Streptococcus lacticus zur weiteren Untersuchung auf Tr.Z.-Agar-schrig auf-
bewahrt und wie diese jeden 4. oder 5. Tag iiberimpft.

Angeregt durch den Befund, daB der Streptococcus lacticus, wenigstens
in einzelnen Stimmen, die Fihigkeit zu besitzen scheint, sich auf alten Nihr-
béden in Stibchenformen umzubilden, wurde versucht, die oben beschriebenen
drei Stamme nach Gram farbbarer Stiabchen, die, wie bereits erwihnt, aus
dem Bohrstaub direkt gewachsen waren, in den Streptococcus lacticus iiber-
zufiihren. Ebensomniamlich wie Stamm 1, 15 und 17 auf dem alten kiinstlichen
Nahrboden verinderte Wachstumsbedingungen gefunden hatten, die aller
Voraussicht nach der Grund zu ihrer Gestaltsvariation geworden waren, konnten
ja Stamm 18, 30 und 34 auf ihrem natiirlichen Nihrboden im Zahn die gleichen
veriinderten Wachstumsbedingungen gefunden haben, die sie veranlaBten,
bereits dort ihre Gestalt zu verindern.

Zu diesem Versuche wurden folgende Wege eingeschlagen:

1. Um mit absolut reinen Stéammen zu arbeiten, wurden die drei fraglichen
Stimme 14 Tage lang tdglich auf Tr.Z.-Agar-Platte (und zwar stets nur aus
isolierten, vorher im Farbepriparat gepriiften Kolonien) neu iiberimpft. Alle
drei Stamme wuchsen im Vergleich zum Streptococcus lacticus sparlich in
wingig kleinen, zarten, hell durchscheinenden Kolonien. Nach der 4.—5. Uber-
impfung wurde das Wachstum auf den Platten (vor allem bei Stamm 34) wesent-
lich iippiger. Nach 48 Stunden hatten sich die Kolonien in ihrem weiteren
Wachstum nur um ein Geringes vergroBert. Nach der 10.—12. Uberimpfung
wurden an den Kolonien die ersten Variationen wahrgenommen. Nach 24
Stunden zeigten die Kolonien makroskopisch ganz das gleiche Bild wie friiher
und waren auch bei schwacher VergréBerung genau so gezeichnet wie zuvor
(sieche oben). Die Farbepraparate zeigten im allgemeinen noch das alte Bild,
nur vereinzelt waren eingeschniirte Stibchen zu finden. Nach 48 Stunden
aber hatten die Kolonien im Vergleich zu frither wesentlich an GroBe zuge-
nommen, die sich auch in den folgenden Tagen nicht mehr dnderte. Die Farbe
der Kolonien war grauweill geworden, die Konsistenz weicher, so dall die Ko-
lonien jetzt makroskopisch sehr den oben beschriebenen Kolonien des Strepto-
coccus lacticus (nach lingerer Ziichtung auf kiinstlichem Nihrboden) dhnelten.
Auch bei schwacher VergroBerung zeigte sich eine wesentliche Anderung, indem
die Kolonie jetzt kreisrund, scharf umschrieben erschien, mit einem breiteren,
lichtbrechenden Rand, die Kornung war feiner geworden, das Zentrum briaun-
lich undurchsichtig. Diese Beobachtung am Wachstum der Kolonien wurde
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in der ganzen Folgezeit der Untersuchungen stets wieder aufs neue gemacht.
Die Kolonien hatten also stets erst nach 48 Stunden ihr Wachstum beendet.
Im mikroskopischen Farbepriparat waren aus den Kolonien nach 48 Stunden
schon ofter Stibchen mit Einschniirungen zu erkennen.

2. Nach 14 Tagen wurden die Kolonien nur jeden zweiten Tag neu iiber-
imptt, um sie vorher voll auswachsen zu lassen. Schon nach den ersten Uber-
impfungen waren bei allen drei Stammen (vor allem aber bei Stamm 34, der
auch bei allen spiateren Versuchen die groBite Neigung zeigte, in die Form des
Streptococcus lacticus itberzugehen) in den Farbepriaparaten neben noch mehr
oder weniger reinen Stabchenformen zahlreiche Stabchen mit oft sehr deut-
lichen Einschniirungen und selbst reine Diplokokken zu erkennen.

Da angenommen wurde, daB die auf der Tr.Z.-Agar-Platte durch die Bak-
terien gebildeten Sauren nicht ohne Einflull fiir die sich hier abspielenden
Variationen sind, wurden im weiteren Versuchsgange die Kolonien auf Tr.Z.-
Agar-Platte nach 4 und 8 Tagen untersucht. Nach 4 Tagen waren die Ein-
schniirungen der Stibchen bedeutend fortgeschritten. die Zahl der reinen Diplo-
kokken hatte sich in allen Stimmen stark vermehrt. Nach 8 Tagen waren
Stamm 18 und 34 wohl schon als reine Stimme eines Streptococcus lacticus
anzusprechen, denn nur noch vereinzelte Individuen hatten die Stibchenform
ohne Einschniirung behalten, sich aber dabei zu lingsovalen Gebilden ver-
kiirzt, wie sie ja in jedem Stamm des Streptococcus lacticus mit angetroffen
werden. In Stamm 30 waren noch einzelne lingere Stabchen sichtbar, die
noch keine Spur von Einschniirung zeigten; trotzdem iiberwogen auch bei
diesem Stamm die Ubergangsformen und die reinen Diplokokkenformen.

Um die lange iiberimpften Stimme weiter hinsichtlich ihrer Variation zu
untersuchen, wurden sie noch iiber die nachstehend aufgefiihrten Nahrbéden
geschickt, und ihr Verhalten auf diesen beobachtet. Es sei hierzu noch be-
merkt, daf zur Uberimpfung stets Kolonien von den Tr.Z.-Agar-Platten ge-
nommen wurden, in denen schon die ersten Anzeichen der Uberginge zu be-
obachten waren. Die Resultate, die sich auf den verschiedenen Nihrboden
ergaben, sind hier kurz zusammengestellt:

1. Bouillon: Keine Gestaltsveranderung der Stibchen nach 6 Tagen zu
beobachten. Wachstum in langen Stabchenketten.

2. Tr.Z.-Bouillon: Nach 5 Tagen an den einzelnen Individuen deutliche
Einschniirungen, die mit der Zeit zunehmen. Nach 14 Tagen sind bei Stamm 30
und 34 neben ausgesprochenen Einschniirungen deutliche Diplokokken zu
beobachten. Stamm 18 zeigte nur reichlich Einschniirungen. Alle Individuen
farbten sich noch deutlich nach Gram.

3. Tr.Z.-Bouillon mit Zusatz von 5%, Normal-Milchsaure: Stamm 18,
aber vor allem Stamm 30 und 34, zeigen schon nach 24 Stunden sehr deutliche
Einschniirungen und reine Kokkenformen, zum Teil in Ketten bis zu 8 Gliedern.
Nach 48 Stunden ist die Umbildung noch stirker ausgeprigt. Nach 3 Tagen
farbten die einzelnen Individuen sich nicht mehr nach Gram und wuchsen
bei Uberimpfung nicht wieder.

4. Loffler-Serum: Erst nach 6 Tagen Einschniirungen in geringem MaBe
feststellbar, die sich auch in der Folgezeit nicht vertiefen.
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5. Milch: Wieschon oben erwahnt, gerinnt diese im Brutschrank bei 37 Grad
Celsius schon nach 24 Stunden fest. Im Farbepridparat zeigen sich die Stiibchen
in langen Ketten, Einschniirungen sind nur schwer feststellbar.

6. Tr.Z.-Agar-Platte mit Zusatz von 2,59, Kalziumkarbonat:
(Durch diesen Zusatz sollte die von den Bakterien gebildete Siure sofort neu-
tralisiert werden.) Nach 24 Stunden kleine Kolonien, weil, weich. Im Firbe-
praparat zeigt Stamm 18 dicke Stibchen, Stamm 30 und 34 lange Fiden. Nach
3 Tagen haben sich die Kolonien bei allen drei Stammen vergréfiert. Im Firbe-
praparat sieht man bei allen drei Stammen vorwiegend Stibchen und nur
noch wenig Fiaden. Bei wiederholter Uberimpfung auf Tr.Z.-Agar-Platten
mit Kalziumkarbonat-Zusatz wurden die Fadenformen seltener beobachtet,
vielmehr traten fast nur lange Stabchen auf, die nicht selten kommaartig ge-
kriimmt waren. Einschniirungen wurden nicht beobachtet.

Es ist wichtig hervorzuheben, dafB selbst die reinen Laktikus-Formen, die
aus den Stabchen durch langeres Belassen auf Tr.Z.-Agar-Platte oder Tr.Z.-
Bouillon gebildet waren, auf Tr.Z.-Agar-Platte neu iiberimpft, stets nach 24
Stunden sich erst wieder in winzig kleinen Kolonien zeigten, die denen des
Streptococcus lacticus weit an Groéfle nachstanden und im Firbepriparat,
das aus diesen Kolonien hergestellt war, stets die Stabchenformen iberwogen.
Nach 48 Stunden waren die Kolonien nach Beendigung des Wachstums wieder
gréBer und enthielten dann wieder vorwiegend Ubergangsformen und reine
Diplokokken. Selbst die vor der neuen Uberimpfung bereits reinen Laktikus-
Formen waren also noch keine Dauerformen. Die auf Tr.Z.-Agar-Platte 8 Tage
alten Kolonien aller drei Stimine zeigten aber bei Neu-Uberimpfung auf Tr.Z.-
Agar-Platte nach 48 Stunden so reine Formen des Streptococcus lacticus, dad
es ohne jeden Zweifel erscheint, daf3 der Streptococcus lacticus und die nach
Gram farbbaren Stibchen Variationen des gleichen Bakteriums sind, das nur
hier und da, verursacht durch verschiedene Wachstumsbedingungen, diese be-
deutenden Gestaltsvariationen eingegangen ist.

Es ist durch eingehende Versuche schon seit lingerem festgestellt, welche
Sauremengen der aus der sauren Milch geziichtete Streptococcus lacticus
durch Vergarung der Kohlehydrate zu bilden vermag. Daf die aus dem karidsen
Dentin geziichteten Streptokokken die gleiche Fahigkeit besitzen, durch Kohle-
hydratgarung die eben fiir die Entkalkung des Dentins so wichtigen Sauren
zu bilden, ist gleichfalls lingst bekannt. Nachstehend sollen die Resultate
angefithrt werden, die bei der Priifung einer Anzahl aller im karitsen Dentin
gefundenen Bakterienarten auf ihre Gesamtsturebildung erhalten wurden.
Bei einzelnen Stammen wurde eine genaue quantitative Bestimmung der ein-
zelnen Sauren angeschlossen.

Zur Prifung der Saurebildung wurden 25 Stamme des Streptococcus lacticus,
1 Stamm Staphylokokken, 3 Stamme nach Gram firbbarer Stibchen und
3 Stamme nach Gram nicht farbbarer Stibchen, jeder Stamm zweimal in der
Menge von je !/, Normalsse auf je 10 cem Tr.Z.-Bouillon tberimpft. Die so
beschickte Bouillon wurde im Brutschrank bei 37 Grad Celsius gehalten. Alle
Stamme wuchsen gut und in den einzelnen Gruppen gleichmifig. Nachdem
bei allen véllige Reinheit festgestellt war, wurde nach 8 und 14 Tagen durch
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Titrieten mit n/;y NaOH die aus der Tr.Z.-Bouillon gebildete Siuremenge
nachgepriift. Es ergaben sich folgende Resultate:

Tabelle 1.
Saurebildung = n/,, NaOH Sgurebildung|= n/,, NaOH
Stamm | nach 8 Tagen |nach 14 Tagen Stamm | nach 8 Tagen | nach 14 Tagen
cem cem cem cem
1 5,0 5,2 25 3,0 3,2
2 3.6 3,7 28 4,3 5,1
3 4,5 4,8 29 4,8 4,9
4 5,4 5,2 30 3,2 1,5
5 4.4 4,8 31 5,2 5,2
6 3,1 3,2 34 7,9 7,1
8 3.1 3,4 37 5,0 5,0
13 0.8 0,7 38 4,0 4,0
14 4,5 5,0 40 4,7 4,8
15 7,6 8,3 41 5,1 5,6
16 4,1 4,7 43 3,1 3,6
17 6,8 7,7 45 4.5 4,8
18 6,6 6,9 46 4,6 4,7
19 0,7 0,7 47 3,8 4,9
21 0.7 0,9 48 5,0 5,6
22 4.5 5,1 49 4,5 5,1
Kontrolle 0,6 0,6

Zu dieser Tabelle ist zu bemerken, da8 zu dieser Priifung Stamm 1, 15 und 17
in ihrer weiter oben ausfiihrlich beschriebenen Umbildung in die Stibchenform
auf die Tr.Z.-Bouillon iiberimpft waren. Stamm 1 zeigte bereits bei seiner
Priifung nach 8 Tagen seine vollige Riickkehr zur urspriinglichen Gestalt des
Streptococcus lacticus, wihrend bei Stamm 15 und 17 auch nach 14 Tagen
neben einzelnen Diplokokken und Ubergangsformen noch reichlich Stibchen
gefunden wurden. Diese beiden Stimme wurden, nachdem ihre Riickbildung
in den Streptococcus lacticus (sieche oben) gelungen war, nochmals der gleichen
Saurepriifung unterzogen. Als Resultate ergaben sich:

Stamm 15 nach 8 Tagen 5,0, nach 14 Tagen 5,2 ccm n/;, NaOH,
" 17 ,, 8 ,, 48 ., 14 , 51 "

Beide Stimme hatten also jetzt bedeutend weniger Siure gebildet als in
der Stabchenform (vgl. Tabelle I).

Wie aus Tabelle I ersichtlich, schwankt bei den Stammen des Streptococcus
lacticus die Saurebildung aus 10 ccm Tr.Z.-Bouillon zwischen 3,1 und 6,6 com
n/;y NaOH. Bei den nach Gram firbbaren Stibchen (Stamm 18, 30 und 34)
ist, mit Ausnahme von Stamm 30, die Siurebildung eine hohere. Bei den
nach Gram nicht firbbaren Stibchen (Stamm 13, 19 und 21) ist die Shure-
bildung minimal. Bei dem Staphylokokkenstamm 25 hilt sich die Saurebildung
auf der Hoéhe der am wenigsten Saure bildenden Stimme des Streptococcus
lacticus.

Zur weiteren Prifung ihrer Fahigkeit, Sauren zu bilden, wurden Stamm 15,
17, 30, 31, 34 und 41 in der Menge von je 1/, Normalsse auf je 10 ccm 1°/yige
Peptonbouillon und je 10 ccm 59 iges Peptonwasser iiberimpft. Die Nahr-
béden wurden im Brutschrank bei 37 Grad Celsius gebalten. Auf beiden-Nahr-
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béden war sowohl nach 8 wie nach 14 Tagen das Wachstum auBerst gering.
Nach Feststellung der Reinheit wurden beide Nahrbsden durch Titration mit
n/y, NaOH nach 8 und 14 Tagen auf die in ihnen gebildeten Siuren gepriift.
Tabelle II gibt die gefundenen Resultate.

Tabelle II.
Peptonbouillon Peptonwasser
Stamm Siurebildung = n/;y NaOH Saurebildung = n/;, NaOH
nach 8 Tagen nach 14 Tagen nach 8 Tagen nach 14 Tagen

cem cem ccm cem
Kontr. 0,3 0,3 1,9 1.9
15 0,7 0,7 2,1 1,7
17 0,6 0,9 2,1 1,6
30 0,8 0,8 1.8 1.9
31 0,6 0,7 2,1 2,0
34 0,6 0,7 2,0 2,0
41 0,7 0,7 2,2 21

Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, war auf beiden Nahrboéden die von allen
Stammen gebildete Siuremenge minimal.

Da ja bekannt ist, dafl aus der Tr.Z.-Bouillon durch den Streptococcus
lacticus neben anderen fliichtigen Fettsiuren vor allem Milchsiure gebildet
wird, wurde daran gegangen, die gebildete Milchsiure von den fliichtigen Fett-
siduren zu trennen und quantitativ zu bestimmen. Zu diesem Versuche wurden
die gleichen sechs Stimme wie in den beiden letztgenannten Versuchen aut
zweimal je 200 ccm Tr.Z.-Bouillon in der Menge von je 1 Normalése iiberimpft.
Die so beschickten Nahrbéden wurden im Brutschrank bei 37 Grad Celsius
gehalten, in den gleichzeitig eine Kontroll-Bouillon mit eingestellt wurde.

Nach 8 und 14 Tagen wurden simtliche Bouillon-Kulturen nochmals auf
ihre Gesamtsiurung gepriift, wahrend die genaue Trennung der fliichtigen
Fettsduren und die quantitative Bestimmung der Milchsidure, die ja bekannt-
lich sehr zeitraubend ist, nur an den 8 Tage alten Bouillon-Kulturen vorgenommen
wurde. Zur Bestimmung der Gesamtsiurung wurden aus jedem Kolben, nach
vorheriger Feststellung der Reinheit, 20 cem der Bouillon abpipettiert und
mit n/;, NaOH titriert. Resultate siche Tabelle III.

Tabelle III.

Gesamt-Sdaurung
Stamm nach 8 Tagen nach 14 Tagen
20 cem titriert 200 cem Bouillon 20 cem titriert 200 ccm Bouillon
=cem n/y NaOH | = cem n/yy NaOH | = cem n/y, NaOH | = cem n/yy NaOH
Kontr, 1,7 17,0
15 10,2 102,0 11,5 115,0
17 10,05 100,5 10,0 100,0
30 8,64 86,4 9,6 96,0
31 10,85 108,5 10,78 107,8
34 11,9 119,0 16,9 169,0
41 10,0 100,0 10,0 100,0
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Die restierenden 180 ccm der 8 Tage alten Bouillon-Kulturen wurden mit
Phosphorsiure schwach angesiuert und dann die Bouillon durch Destillation
im Wasserdampf-Strom von den etwa in ihr entwickelten fliichtigen Fettsiuren
befreit. Es wurden auf diese Art in ca. 2!/, Stunden 600 ccm abdestilliert,
trotzdem konnte bei Priiffung mit Lackmuspapier nicht vollstindig neutrale
Reaktion des Wasserdampfes, der durch die Bouillon gegangen war, festgestellt
werden. Dieses Destillat eines jeden Stammes wurde zur Feststellung der
etwa gebildeten fliichtigen Fettsiuren mit n/;y NaOH titriert. Die gefundenen
Resultate ergibt Tabelle 1V.

Tabelle 1V.
600 cem Destxl.lat 200 ccm Bouillon
Stamm | (=180 ccm Bouillon)| ~ cem n/;; NaOH
= ccm n/,, NaOH o 10 -
Kontrolle 6,32 7,02
15 15,10 16,78
17 11,90 13,22
30 7,28 8,10
31 11,40 12,67
34 6,93 7,70
41 12,00 13,33

Die durch Destillation im Wasserdampf-Strom von fliichtigen Fettsiuren
befreite Bouillon war bei der Destillation auf etwa 100 ccm eingedampft und
wurde nun im Perforator 12 Stunden lang mit Ather extrahiert. Die Ather-
l6sung war nur eine Spur gelblich gefarbt; sie wurde zur Trocknung mit Glauber-
salz versetzt, durch Asbestfilter filtriert und der Ather im Wasserbad abdestilliert.
Es hinterblieb ein dunkelbriunlicher, syrupéser Riickstand (ca. !'/,—1 ccm),
der zur weiteren Untersuchung auf genau 30 ccm mit destilliertem Wasser
aufgefiillt wurde. Von diesen 30 ccm wurden 10 ccm zur Bestimmung der in
ihnen enthaltenen Siure mit n/;y NaOH titriert. Die gefundenen Resultate
ergibt Tabelle V.

Tabelle V.

30 ccm = 180 | Auf 200 ccm | — 8 cem n/yg | mal 9,C = mg

Stamm |10 ccm = cem| cem Bouillon | Bouillon be- |[NaOH fiir 200| Milchsiure in
n/;e NaOH = ccem n/, [rechnet = cemjeem Kontroll- 200 ccm
NaOH n/;, NaOH Bouillon Bouillon

Kontrolle 24 7,2 8,0 — -

15 25,1 75,3 83,67 = 75,67 681,03
17 26,3 78,9 87,67 79,67 717,03
30 21,1 63,3 70,33 62,33 560,97
31 26,2 78,6 87,33 79,33 713,97
34 28,3 84,9 94,33 86,33 770,97
41 21,4 64,2 80,22 72,22 649,98

Die restierenden 20 cem wurden nun auf die Art und Menge der in ihnen
Die Loésung wurde im UberschuB mit

enthaltenen Milchsiure untersucht.
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Zinkkarbonat versetzt, das Gemenge gekocht, mit ca. 1—2 g Tierkohle ver-
setzt, um die gelblichen Farbstoffe zu adsorbieren, und heif} filtriert. Der erste
Teil des Filtrates wurde polarisiert und ergab bei allen Stimmen eine ausge-
sprochene Linksdrehung (iiber das Drehungsvermogen siehe Tabelle VI). Da
bekanntlich die Salze der Milchsdure alle umgekehrt

drehen als ihre Siuren, so ist anzunehmen, dafl von Tabelle VI.
allen sechs Staimmen durch Vergiarung der Tr.Z.-

Bouillon vorwiegend Rechts-Milchsiure gebildet ist. Stamm Béf;%’éii’
Nach der Bestimmung des Drehungsvermégens wurde

das gesamte Filtrat eingedampft und ergab einen g ... 1o 0
fein kristallinischen, weillichen bis sehr schwach 15 — 0,22
gelblichen Riickstand. Um Verluste zu vermeiden, %(7) - 8’2’;’
wurde das Salz direkt weiter verarbeitet, 24 Stunden 31 _ 0:20
bei Zimmertemperatur, 12 Stunden im Exsikkator 34 — 0,37
iiber Schwefelsiure getrocknet und gewogen. (Re- 41 — 0,25

sultate siche Tabelle VII.) Das kristallisierte Zink-

salz wurde im Trockenschrank bei 110 Grad Celsius bis zur Gewichtskonstanz
belassen. Der Riickstand wurde mit Salpetersiure schwach angesiuert, iiber
kleiner Flamme oxydiert, gegliiht und gewogen. Die Resultate bringt nach-
stehende Tabelle.

Tabelle VII.

. bei 110° C Gliihriickst.
Stamm ka_laktat getrocknet | = /, Wasser = ZnO = 9/, ZnO
& =g g
Kontrolle B 0,0575 0,0535 7,00 0,0215 37,40
15 0,5930 0,5205 12,23 0,1797 30,30
17 0,6547 0,5725 12,56 0,1967 30,04
30 0,4800 0,4195 12,60 0,1495 3L15
31 0,6475 0,5653 12,70 0,1940 29,96
34 0,7380 0,6455 12,54 0,2245 30,42
41 0,5160 0,4500 12,80 0,1535 29,74
Mittel (ohne Kontroll-Bouillon) 12,579/, 30,279/,

Nach dieser Tabelle geht aus der Analyse des Zinksalzes hervor, daf} die
gebildete Siure reine aktive Milchsdure ist, und zwar, wie die Polarisation
zeigte, Rechts-Milchsiure. Nach Abderhalden (11) enthédlt das Zinklaktat
der optisch inaktiven Saure (C;H;0;),Zn + 3 H,0 18,189/, Wasser und 27,279/,
Zn0. Dagegen enthilt das Zinklaktat der optisch aktiven Sauren (C;H;0,),Zn
+ 2 H,0 12,99/, Wasser und 29,0°/, ZnO, welch letztere Werte sich mit dem
gefundenen Mittel decken.

Wie aus Tabelle VII ersichtlich, ergab die Kontrollbestimmung nur 7,09/,
Wasser und 37,4%/, ZnO, auch zeigte der Atherextrakt nicht die charakteri-
stischen weiBlichen Kristalle, sondern hatte mehr braunliches Aussehen und
eine leimige Konsistenz. In Tabelle V ergab die Saurebestimmung des Ex-
traktes der Kontrolle fiir 200 cem Ausgangsmaterial 8,0 cem n/;, NaOH. Wenn
nun von den fiir die Extraktsiuremenge gefundenen ccm nf;, NaOH die Zahl
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der fiir den Kontrollextrakt erhaltenen ccm nf,, NaOH abgezogen wird und
diese Zahl mit 9,0 (denn 1 ccm n/;; NaOH = 9 mg Milchsiure) multipliziert
wird, so erhidlt man einen fiir unsere Zwecke véllig genauen Wert der in den
200 ccm Tr.Z.-Bouillon gebildeten Milchsiure. Die beiden in Tabelle V ein-
geklammerten Rubriken ergeben hierzu die Resultate.

SchluBfolgerungen.

Die Befunde der Arbeit lassen sich kurz in folgenden Sitzen zusammen-
fassen:

1. Der Streptococcus lacticus (Kruse) ist als der einzige Karies-
erreger zu betrachten.

2. Die nach Gram farbbaren Stabchen, die allein oder neben dem
Streptococcus lacticus in den tiefsten Schichten des karitsen Dentins ange-
troffen werden, sind Variationen des Streptococcus lacticus.

3. Die Fihigkeit, durch Kohlehydratgirung Siaure zu bilden, schwankt
in den einzelnen Gruppen nur in geringen Grenzen. Die Stabchenformen bilden
mehr Siure als der reine Streptococcus lacticus. Von den sechs einer genaueren
Priifung unterzogenen Stammen war reine Rechts-Milchsiure gebildet worden.

Es ist mir eine ehrenvolle Pflicht, am Ende meiner Arbeit Herrn Geheimen
Medizinalrat Kruse und Herrn Prof. Seitz fiir die Uberlassung dieses Themas
und die Anregungen, die ich von beiden Herren wihrend der ganzen Zeit meiner
Arbeit erhalten habe, meinen gehorsamsten Dank auszusprechen.
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Streptococcus lacticus,

Stibchen nach Gram firbbar, als Gestalts-Variation des Streptococcus lacticus.

(Gezeichnet nach ZeiB-Apochromat, Oel-Tmmersion 1/12, Okkular 4, Tubusldnge 16.)
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