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Einflu8 der Reaktion, inshesondere des Bodens, auf die
Fortentwicklung des Rotlauf- bzw. Murisepticus - Bacillus.

Von
Dr. Erich Hesse,

Diplom-Landwirt aus Andisleben.

(Aus der bakteriologischen Abteilung der Tierseuchenstelle [Leiter: Prof. Dr.
W. Pfeiler] der Thiir. Landesanstalt fiir Viehversicherung [Veterinaranstalt:
Direktor: Geh. Reg.-Rat Prof. Dr. K. Hobstetter].)

(Eingegangen am 13. Juli 1923.)

1. Einlestung.

Bis iiber die Mitte des verflossenen Jahrhunderts hinaus wurde die
in Deutschland und in den meisten anderen europiischen Landern am
haufigsten auftretende Schweinekrankheit, der Rotlauf, mit septicimi-
schen Erkrankungen anderen Ursprungs fiir identisch gehalten.

Erst im Jahre 1882 wies Eggeling auf klinischer Grundlage nach, daB unter
den Sammelbegriff des Schweinerotlaufs mehrere selbstindige Seuchen fallen.
Die endgiiltige Trennung der rotlaufartigen Erkrankungen in eigentliche Rot-
laufseuche und in Schweineseuche wurde im selben Jahre von Ldiffler auf Grund
seiner Entdeckungen der Erreger dieser Krankheiten durchgefiihrt. Das Wesen
der Rotlaufseuche ist von Autoren wie Pasteur, Thuillier, Cornevin, Bong, Jensen,
Preif, Voges und Schiitz weiter geklart worden.

Was die Morphologie des Rotlauferregers anbetrifft, so stellte Liffler fest, daB
der Krankheitserreger (Bacillus rhusiopathiae suis) ein feiner, strichformiger,
gerader oder leicht gebogener, unbeweglicher und sporenloser Spaltpilz ist. Seine
Gré8e sowie Dicke ist sowohl im Tierkorper wie auch in Kulturen oft verschieden;
die durchschnittliche Dicke wird mit 0,2—0,4 x und die Lange mit 1—1,5 » an-
gegeben.

Die Ziichtung der Rotlaufbacillen lat sich leicht bei Zimmertemperatur auf
den meisten gebrauchlichen, kiinstlichen Nahrboden sowohl unter aeroben als
anaeroben Verhiltnissen durchfiihren.

2. Spezielle Literatur.

Bei der natiirlichen Infektion miissen wir eine direkte und eine indirekte
Ansteckung unterscheiden. Die direkte Ansteckung erfolgt oft durch Aufnahme
von infektiosem Material, das aus dem Harn oder Kot stammt oder von Teilen
der erkrankten oder gefallenen Tiere. Die indirekte Infektion findet ahnlich wie
beim Milz- und Rauschbrand durch Vermittlung des Futters, Wassers und Bodens
statt.

Bei der Fiitterung scheint der Gehalt des Futters an Erdsalzen, speziell Kalk-
salzen, nicht bedeutungslos zu sein. Gldsser3) berichtet z. B., daB in Gegenden
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mit Kalkboden im allgemeinen ein leichter Verlauf des Rotlaufs, hingegen in
Gegenden mit kalkarmen Boden weitaus haufiger die schweren Formen beobachtet
wurden.

Werden tote Tiere in flieBende Gewisser geworfen oder werden die Spiil-
wiasser der Schlachtgerite sowie Salzlaken, in denen Fleisch von rotlaufkranken
Schweinen eingepdkelt war, in Biche geschiittet, so vermittelt das Wasser die
Verbreitung der Seuche an den Ufern entlang.

Weideplatze, auf welchen kranke Tiere oder Dauerausscheider geweidet
haben, sind, ebenso wie mit infiziertem Schweinediinger gediingte Acker, Herde
fiir die Ausbreitung der Seuche. So wurde z. B. von einem Kreistierarzt in West-
preuBen im Jahre 1913 festgestellt, daB von 56 Weideschweinen plotzlich 48 Stiick
an Rotlauf erkrankten und 47 davon eingingen. Die Ursache des Massenauftretens
der Seuche konnte zwar nicht ermittelt werden, doch ist sie wohl ohne Zweifel
auf eine Infektion vom Boden aus zuriickzufithren. Nicht selten werden auch
Weideplitze durch gar nicht oder nur mangelhaft verscharrte Kadaver verseucht.

Infolge seiner Resistenz gegeniiber duferen Einfliissen soll sich der Rotlauf-
bacillus in solchen an der Luft liegenden Kadavern iiber 4 Monate lebensfihig
und virulent erhalten. Eine besondere Widerstandskraft — die er nach Voges
und Schiitz??) einer wachsartigen, schiitzenden Hiille verdankt — zeigt der Rot-
laufbacillus gegeniiber der Faulnis. In faulenden Kadavern werden noch, nach-
dem dieselben 166 Tage vergraben waren, virulente Rotlaufbacillen nachgewiesen.

Bei der Eintrocknung des Nahrmediums sterben die Rotlaufbacillen nur ganz
langsam ab. Nach Lorenz?) erhalten sich Kulturen, die noch nicht ganz ein-
getrocknet sind, monatelang entwicklungsfahig.

Diese auflerordentliche Resistenz des Rotlaufbacillus ermdglicht ihm
sein fakultatives Saprophytentum und daher auch seine weite Ver-
breitung in der Natur. ,,Doch nicht iiberall”, so schreibt Bongert?), ,fin-
den die Rotlaufbacillen im Erdboden giinstige Bedingungen zur Ver-
mehrung, denn anders ist es nicht zu erklaren, daB in einzelnen Gegen-
den der Rotlauf trotz hiufig erfolgter Einschleppung nicht stationar
wird.” Tatsiichlich haben die Beobachtungen auch ergeben, daBl die
Seuche riumlich ganz verschieden stark verbreitet ist und nur in be-
stimmten Bezirken, den éogenannten ,,Rotlaufdistrikten‘‘, enzootisch
auftritt. Betrachtet man die Ausbreitung der Seuche in den einzelnen
Landern, so lassen sich auf den ersten Blick groBle Unterschiede fest-
stellen, die darauf hinweisen, daB der Rotlaufbacillus in ihnen wahr-
scheinlich ganz verschiedene Lebensbedingungen findet. An der Spitze
der am stirksten verseuchten Lander stehen Frankreich und Deutschland.

Nach Nocard*?) und Leclainche®?) erkranken in Frankreich alljahrlich min-
destens 100 000 Schweine an Rotlauf; in Deutschland betrug die Zahl vor dem
Kriege ungefihr ebensoviel (nach Glisser 1913: 91 622). Stark verbreitet ist die
Seuche auch in Belgien, Holland, Dinemark, Rufland und in den siideuropéischen
Landern. In Osterreich ist besonders Bohmen und Galizien, dann Méhren und
Niederosterreich starker betroffen. Seltener tritt die Seuche in Schweden und
Norwegen auf. In Grofbritannien kommt sie nur sporadisch und meist in der
chronischen Form vor. Die Vereinigten Staaten von Nordamerika kennen eben-
falls nur ein seltenes Auftreten, der Rotlauf verliuft dort meist gutartig. Die
Alpenlinder haben gleichfalls wenig Rotlauffille zu verzeichnen.

12%
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Der Charakter der Seuche, sowie ihre Verbreitung, ist aber nicht nur in den
verschiedenen Lindern, sondern auch in den nachbarlichen Qegenden eines Landes
verschieden. So war z. B. in Bayern der Rotlauf frither nur auf das Donaugebiet
beschrankt, wihrend er im siidlichen Bayern ganz unbekannt war. Am stirksten
verbreitet ist die Rotlaufseuche im éstlichen Preufen, und zwar in den zum Teil
jetzt an Polen abgetretenen Regierungsbezirken Kdnigsberg, Bromberg, Posen,
Oppeln, Marienwerder, Breslau, Liegnitz und Potsdam. Diese Beobachtung steht
im teilweisen Einklang mit der Angabe von Frohner-Zwick®'), daB Rotlaufbacillen
besonders in stagnierenden Gewidssern, Tilern und Tiefebenen mit langsam fliefenden
Gewdssern sehr verbreitet sind. Rotlaufbacillen sind z. B. in der Berliner Panke
stindig zu finden. Ferner sind nach Frohner-Zwick sowie Lydtin') schwere, nasse
Lehmbiden besonders giinstige Entwicklungsstdtten fiir den Rotlauf, hingegen sollen
Sand- und Granitbéden verhaltnismaBig ungiinstig fir das Fortkommen des Erregers
sein. Diese Verhaltnisse sollen auf die verschiedene Virulenz der im Boden vege-
tierenden Rotlaufbacillen einwirken und so, je nachdem, ob giinstige oder un-
giinstige Bodenverhéltnisse vorhanden sind, einen heftigen oder gutartigen Ver-
lauf der Seuche hervorrufen.

Sind aber die Bacillen nur in ihrer Virulenz abgeschwicht, so knnen
sie unter natiirlichen Verhiltnissen auch wieder eine Steigerung der
Virulenz erfahren und dann bei direkter Aufnahme der Bacillen vom
Boden durch Schweine die Rotlaufseuche hervorrufen.

Sind fiir die Rotlaufbacillen aber iiberall die Existenzbedingungen
gleich? Welche Faktoren vermindern bzw. vermehren ihre Daseins-
méglichkeiten ? Diese Fragen sind fiir die Verbreitung der Rotlaufseuche
bedeutungsvoll. Erkenntnisse, die sich aus der Beantwortung derselben
ergeben, miissen fiir die wirksame Bekdmpfung des Rotlaufs heran-
gezogen werden. Aus der Ubiquitit der Rotlaufbacillen, ihrer mog-
lichen Vermehrung unter besonderen Verhiltnissen ergeben sich Gesichts-
punkte, die auch in praktischer Beziehung, epidemiologisch und fiir die
veterinarpolizeiliche Bekampfung der Seuche beachtet werden miissen.

Die weitere Klarung dieser Verhaltnisse ist daher aus wissenschaft-
lichen und praktischen Griinden angezeigt. Aus diesen Griinden erhielt
ich von Herrn Professor Dr. Pfeiler die Anregung, die Lebensfahigkeit
und Entwicklungsbedingungen bzw. Méglichkeiten der Rotlauf- bzw.
Murisepticusbacillen in verschiedenen Bodenarten zu untersuchen.

3. Eigene Versuche.

Es war naheliegend anzunehmen, daf fir die Entwicklung des
Rotlaufbacillus im Boden nicht nur neben Feuchtigkeit, Lichtbestrah-
lung usw. die Bodenart und die Temperatur von Einflu} waren, sondern
daB auch die Reaktion des letzteren von nicht geringer Bedeutung ist.
Zu dieser Auffassung glaubte ich aus folgenden Griinden berechtigt zu
sein: die Ziichtung des Rotlaufbacillus wird stets auf leicht alkalischen
oder doch wenigstens neutralen Nahrboden durchgefiihrt. Des weiteren
ist darauf hingewiesen worden, daf3 er sich in Organen oder in Medien,
die reich an alkalischer organischer Substanz sind, zu vermehren
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vermag. Besondere, ausfiihrliche Angaben iiber den Einflufl der Re-
aktion fehlen jedoch. Der Frage der Reaktion der einzelnen Boden-
arten ist daher in den nachstehenden Versuchen besondere Beachtung
geschenkt worden, ebenso dem EinfluBl verschiedener Reaktionsgrade;
dies aus Griinden, die am Schlufl der Arbeit niher erértert werden sollen.

Was den EinfluB der Bodenarten selbst anbetrifft, so ist im obigen
alles, was in der Literatur bekannt ist, wiedergegeben. Da aber die
Literaturangaben groBtenteils nicht auf positiven Untersuchungs-
ergebnissen fuBen, sondern meistens nur Vermutungen sind, deren
prinzipielle Richtigkeit in der vorliegenden Arbeit dargetan bzw. wider-
legt werden soll, so habe ich bei der Auswahl der Boden in erster Linie
die in der Literatur genannten Bodenarten beriicksichtigt. Neben
Sand-, Lehm- und Kalkboden wurden Humus-, kalkhaltiger Ton-, Laub-
wald-, Hochmoor- und Niederungsmoorboden zu den Versuchen heran-
gezogen, also alle Bodenarten des Klassifikationssystems. Um den
praponderierenden EinfluB des Bodens auf den Rotlaufbacillus méglichst
nicht auszuschalten, trennte ich bei den Versuchsreihen zwischen viel
und wenig Kulturzugabe. Da ich unter méglichst natiirlichen Verhilt-
nissen arbeiten wollte und auf Grund der Arbeiten von Pfeiler auch
voraussetzte, dafl die organische Substanz fir die Entwicklung des
Rotlauf- bzw. Murisepticusbacillus mit entscheidend sei, so priifte ich
gleichzeitig den EinfluBl des Zusatzes von Blut. Zu diesem Zweck teilte
ich die mit wenig Kultur versetzten Reihen.in solche ohne und mit
Blutzusatz ein. Bei den letzten Reihen wurde auBerdem quantitativ
gearbeitet. Eine weitere Versuchsreihe, die ebenfalls mit Blut aber
ohne Kultur angesetzt wurde, sollte die autochthone Entwicklung des
Murisepticusbacillus aus organischer Substanz unter dem Einflufl des
Bodens zeigen. Dies war in der Reihe meiner Gedankenginge der letzte
entscheidende Schritt zu dem Nachweis einer Cyclogenie zwischen
Sterilitit des Bodens, Zusatz von faulfihiger organischer Substanz zu
ihm, Ansiedelung und Vermehrung der Murisepticusbacillen in ihm und
der eigentlichen Epidemiologie der Rotlaufkrankheit.

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche beanspruchen keine All-
gemeingiiltigkeit fiir jede Bodenart, sondern sind nur relativ zu be-
werten; denn chemische, mechanische und physikalische Einfliisse
#ndern stindig die Reaktion und Strukturverhéltnisse des Bodens und
verbessern bzw. verschlechtern somit die Bedingungen fiir die An-
siedelung und Entwicklung der Rotlaufbacillen.

4. Technik.

Als Sandboden diente mir fein zerriebener Quarzsand der Firma Schott & Gen.
(Glaswerk in Jena). Den Kalkboden holte ich mir von einem bei Ammerbach
(Vorort von Jena) gelegenen Grundstiick, auf welchem Kalkbacksteine gewerbs-
maBig hergestellt werden. Der Kalk gehort den oberen Muschelkalkformationen
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an und besteht fast aus reinem CaCO, Der kalkhaltige Tonboden stammt aus
einem auf dem Jigersberg bei Zwitzen (Vorort von Jena) gelegenen Grundstiick.
Soweit aus den iiber das Ackerland gefiihrten Wirtschaftsbiichern ersichtlich war,
ist der Boden seit 1906 nicht mit Stalldiinger gediingt und seit 1914 ist keine
Kunstdiingeranwendung nachweisbar. Der Boden wurde durch Brache und Griin-
diingung zeugungskriftig erhalten. Ich hatte bier also einen Boden vor mir, der
jahrelang weder durch Stall- noch Kunstdiinger irgendwie beeinflufit war. Im
Gegensatz hierzu steht die Gartenerde. Diese erhielt ich aus einer Girtnerei. Die
Gartenerde war hauptsichlich mit Stalldiinger und sonstigen Abféllen der Vete-
riniranstalt gediingt. Sie war nach 2jahriger Mistbeetdiingung kompostiert worden
und infolgedessen nach der Art ihrer Herkunft in ihrer Zusammensetzung noch
ziemlich frisch. Es standen sich daher im kalkbaltigen Tonboden und in der Garten-
erde in bezug auf den Nihrstoffreichtum zwei Extreme gegeniiber, die mir in bezug
auf die Einwirkung der Bodenarten auf den Rotlaufbacillus besonders beachtens-
wert erschienen. Der Laubwaldboden stammte ebenfalls aus der Umgebung von
Jena. Seine Heranziehung zu den Versuchen schien mir wichtig wegen des in
manchen Gegenden, hauptsichlich im Herbst, iiblichen Weidegangs der Schweine
in Eichwildern. Der Lehmboden riihrte aus einer in meiner Heimat (Andisleben
bei Erfurt) gelegenen Lehmgrube her. Da mein Heimatort in einer feuchten Tief-
ebene liegt, glaubte ich, daB dieser Lehm den in der Literatur beschriebenen Ver-
hiltnissen ziemlich gleich komme. Die Moorboden erhielt ich durch die freundliche
Vermittlung von Herrn Prof. Dr. Tacke, fiir dessen Bemiihungen ich hiermit
herzlich danke, aus der Moor-Versuchswirtschaft Koénigsmoor bei Tostedt in
Hannover. Die Niederungsmoorprobe stammt aus dem Wiimmetal, etwa 600 m
nordlich von der Versuchswirtschaft entfernt. Das Moor besteht aus Seggen-,
Schilf- und Riedgrasern. Das Hochmoor bekam ich aus dem aus reinem Sphagnum-
torf bestehenden Konigsmoor, Kreis Harburg a. d. Elbe.

Ehe ich die einzelnen Bodenproben zu den Versuchen vorbereitete, stellte
ich von jeder Bodenart die Reaktion und den Keimgehalt fest. Bei den Reaktions-
messungen benutzte ich neben Lackmuspapier den Komparator von L. Michaelis.
Withrend das Lackmuspapier nur grob alkalische bzw. saure Reaktion anzeigt,
erméglicht der Komparator die genaue Messung der Stirke der vorhandenen
Reaktion. Michaelis benutzt als Mazahl fiir die Aciditit bzw. Alkalescens nicht
die Wasserstoffionenkonzentration oder die Wasserstoffzahl selbst, sondern den
Logarithmus ihres reziproken Wertes, der nach 8. P. L. Sérensen der Wasserstoff-
exponent py genannt wird. py = 7,1 bedeutet neutrale Reaktion. Bei saurer Re-
aktion ist py kleiner, ‘bei alkalischer pg groPer als 7,1. Mit Hilfe einer Stamm-
lésung und 4 Serien von Indikatorendauerreihen laBt sich an dem Komparator
die Reaktion mit groBer Genauigkeit feststellen.

Im allgemeinen spielen eine mehr oder weniger kriftige Farbe der zu unter-
suchenden Fliissigkeit sowie eine starke oder schwache Verdiinnung fiir das Re-
sultat als Ganzes keine groBie Rolle. Kommt es jedoch auf exakte Untersuchungs-
ergebnisse an, so ist meiner Ansicht nach bei einer notwendigen Verdiinnung
besondere Vorsicht geboten, denn die Ergebnisse konnen sich bei verschiedener
Verdiinnung in ziemlich groBen Grenzen bewegen. Da, soweit mir bekannt ist,
fir die Untersuchung der Reaktion von Bodenarten derartige Messungen mit
Hilfe des Komparators noch nicht vorgenommen worden sind, sollen einige
beweisfiihrende Untersuchungen hier kurz wiedergegeben werden. Als Unter-
suchungsmaterial dienten mir die Filtrate vom Lehm- und Kalkboden.

I. Beim Lehmboden ergaben die Messungen folgendes:

a) Die stark angelaugte, in Wasser geléste Erde wurde durch Asbest-

watte filtriert, um die Eigenfarbe der Fliissigkeit moglichst herab-
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zusetzen. Das erhaltene Filtrat wurde dann unverdiinnt zur Unter-
suchung benutzt. (Filtrat erschien schwach getriibt).

Messungsergebnis: sichtbar stiarker als p, = 8,4 (hohere Alkalescenz
grade lassen sich mit dem Apparat nicht messen), also ganz stark
alkalische Reaktion.

b) Obiges Filtrat schwach verdiinnt.

(Fliissigkeit erschien noch leicht triib.)

Messungsergebnis: sichtbar schwicher als py = 8,4, also noch ganz
stark alkalische Reaktion.

c) Filtrat ganz stark verdiinnt. (Fliissigkeit erschien milchig hell.)

Messungsergebnis: py = 8,0; also nur noch stark alkalische Reaktion.

Das Resultat schwankt infolgedessen zwischen py = 8,0 und py = 8,4.

II. Beim Kalkboden ergaben die Messungen folgendes:

a) Beim unverdiinnten Filtrat: py; = 7,5, Reaktion also leicht al-
kalisch. (Filtrat leicht getriibt).

b) Bei stark verdiinntem Filtrat: p; = 7,1; Reaktion also neutral
{Fliissigkeit milchig hell).

Hier konnen die verschiedenen Ergebnisse verschiedene Beurteilung
auslosen.

Um die so entstehenden Fehler bei den Reaktionspriifungen mog-
lichst auszuschalten, verfuhr ich folgendermaBen: War das Filtrat von
der zu priifenden Erde klar, so untersuchte ich es unverdiinnt. War es
aber stark getriibt, so dal eine Verdinnung unumginglich war, so
verdiinnte ich stets mit der dreifachen Menge destillierten Wassers.

Als natiirliche Reaktion fand ich auf die eben geschilderte Weise:

Nachpriifung mit Lackmuspapier zeigte :

fiir Hochmoorboden . . . . py; =44 stark saure Reaktion,

»» Niederungsmoorboden . ,, = 6,4 - ’ .

,, Laubwaldbodem . . . . ,, =6,8 saure Reaktion

,» kalkhaltigen Tonboden . ,, = 17,2 leicht alkalische Reaktion

,» Gartenerde e e e e W =13 alkalische Reaktion

. Lehmboden . . . . . . » = 1,4 ' '

,» Sand 1 bzw. 2. . . . . ,» = 6,4 bzw. 7,2 stark saure und leicht alka-

lische Reaktion

Fiir Sand bekam ich zwei Acidititen, weil ich zwei verschiedene
Ausgangsmaterialien hatte, einen gereinigten und einen ungereinigten
Quarzsand. Der ungereinigte ergab als Reaktionszahl, nachdem er
6 mal gut mit Leitungswasser gewaschen war, pg == 7,2; der gereinigte
hingegen py = 6,4. Die aus Lehm- bzw. kalkhaltigem Tonboden
stammende Erde erforderte, trotz der sorgfaltigsten Filtration, bei der
Reaktionspriifung eine Verdiinnung. Im iibrigen war die Vorbehandlung
bis zur Filtration die folgende: Die Erde wurde in einem Porzellantiegel
gemorsert, von dem fein zerriebenen Material 50 ccm in ein mit Aqua
destillata gefiilltes Wasserglas gegeben und alle 10 Minuten gut um-
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gerithrt. Nach einer halben Stunde wurde die triibe Fliissigkeit durch
doppeltes Filtrierpapier resp. durch Asbestwatte filtriert.

Den Keimgehalt der einzelnen Bodenarten stellte ich auf folgende
Weise fest. Von jeder Bodenprobe gab ich 0,1 g in 10 cem sterilen,
verfliissigten Rindfleischagar von 44 ° C, schiittelte gut um und goB8 das
Gemenge in sterile Petrischalen. Nach dem Erstarren des Agars wurden
die Schalen der Bruttemperatur (37°) ausgesetzt. Nach 24 stiindigem
Bebriiten nahm ich die Keimzshlung mit dem Wolffhiigelschen Zahl-
apparat vor. Sie ergab im Mittel:

fir 1,0 g Hochmoor . . . . . 1800 Keime
. 1L,0gKalk ....... 2200
» 1,0 g Niedermoor. . . . . 2400 ,,
» 1,0g Laubwald. . . . . . 2800 ,,
» 1,0gTLehm . . . .. .. 3000 ,,
» 1,0 g kalkhaltigen Ton . . 4200 ,,
» 1,0g Gartenerde . . . . . 7800
» 1,0g8and . . ... .. 0o

Nach weiterem 24stiindigen Bebriiten stellte ich folgenden Keim-
gehalt fest:

fir 1,0 g Hochmoor . . . . . 3000 Keime
» 1,0gKalk . . .. ... 3100
» 1,0g Niedermoor. . . .° 4200 ,,
» 1,0g Laubwald. . . . . . 4400 ,,
» 1,0gLehm . . . .. .. 4800 ,,
» 1,0 g kalkhaltigen Ton . . 5100 ,,
» 1,0g Gartenerde . . . . . 9600 ,,
» 1,0g8nd ... .. .. 1200 ,,

Die Typen der Bakterien auf den beimpften Petrischalen waren
verschieden, so dal man zuweilen bis zu 6 und mehr Arten von Kolo-
nien auf einer Schale unterscheiden konnte. Auf die nahere Bestimmung
der Bakterien jedes einzelnen Kolonietypus bin ich nicht eingegangen;
es handelte sich um die bekannteren Erdbakterien. Nur die rotlauf-
verdachtigen Kolonien, die ja speziell fiir meine Versuche wichtig waren,
wurden mikroskopisch untersucht, um bei positiven Ergebnissen ihre
Identitat mit dem Rotlaufbacillus durch Tierversuch oder Agglutination
nachzuweisen.

Nach dieser Orientierung iiber die natiirliche Aciditit und den
Keimgehalt der einzelnen Bodenarten begann ich mit den eigentlichen
Vorarbeiten fiir die Versuche. Zweifellos sind die Studien iiber die
Lebensfahigkeit des Rotlaufbacillus in den verschiedenen Bodenarten
bei natiirlicher Aciditit fiir die Praxis am bedeutungsvollsten. Da aber
zu den Versuchen nur winzige Bruchteile von den groBen Boden-
komplexen herangezogen werden konnten, kénnen die oben festgestellten
Aciditaten bzw. Alkalitaten keine Allgemeingiiltigkeit fiir die gesamten
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Bodenarten des Klassifikationssystems beanspruchen. AuBerdem ver-
mag, neben den bereits erwihnten Einwirkungen, die stindige Zufuhr
von Kunst- und Stalldiinger eine dauernde Reaktionsinderung hervor-
zurufen. Bekanntlich wurde so des 6fteren beobachtet, daB ein leicht
alkalischer Boden infolge einseitiger Diingung mit sauren Salzen, wie
(NH,); SO, u. a. nach einer Anzahl von Jahren saure Reaktion zeigte.
Um diesen Abweichungen gerecht zu werden, stellte ich neben den
natiirlichen Acidititsreihen eine kiinstlich sauere und eine kiinstlich
alkalische Reihe von den einzelnen Bodenarten her. Eine Staffelung des
Saure- bzw. des Alkalescenzgrades schien mir unzweckmiBig, weil die
Anzahl der Aciditatsreihen fiir jede Bodenart eine zu grofle geworden
wire und infolgedessen das Gesamtbild keine klare Ubersicht ergeben
hatte. Deshalb wihlte ich die Extreme und siuerte bzw. laugte jede
Bodenprobe so stark an, dafl eine Messung mit dem Michaelisapparat
gerade noch méglich war. Zum Anlaugen benutzte ich 40 proz. Natron-
lauge und zum Ansduern konzentrierte Salzsiure. Die Vorbehandlung
zur Messung und die Messung selbst wurden. analog der Feststellung
der natiirlichen Aciditit durchgefithrt. pgy = 2,8 bedeutet die gropt-
maoglichste Stirkezahl der angesiuerten und pg == 8,4 bedeutet die grofit-
moglichste Stdrkezahl der angelaugten Bodenprobem. Von dem stark an-
gesiuerten und stark angelaugten Material sowie von den Bodenproben
mit natiirlicher Aciditit fiillte ich Reagensgliser bis zu ca. 10 ccm Héhe,
verschlof3 sie gut mit Watte und sterilisierte sie 1 Stunde lang bei einer
Temperatur von 180° C. Nach 48 Stunden kamen sie nochmals dieselbe
Zeit in den Sterilisator und nach weiteren 24 Stunden wurden sie auf
Sterilitat gepriift; d. h. ich nahm steril mit einem Platinspatel aus jedem
Reagensglase etwas Material, brachte es steril in Rindfleischbouillon-
rohrchen, die bereits auf Sterilitat gepriift waren, und lieB diese Rohr-
chen 24 Stunden im Brutschrank bebriiten. Da wihrend dieser Zeit
keine Triibung der Bouillon eintrat, muBte ich auf Keimfreiheit, wenig-
stens von anaeroben Bakterien, schlieBen. Nun wurden diese Boden-
proben bis zur schwachen Ubersattigung mit gut bewachsener, 48stiin-
diger Rotlaufbouillon iibergossen. Drohte die oberste Erdschicht in einem
Reagensglase trocken zu werden, so fiillte ich stets mit sterilem Aqua dest.
nach. Dieses wihlte ich aus dem Grunde, um den Bakterien kein neues
Nahrmaterial zuzufiihren. Wohl war mir die von Stickdorn??) beschrie-
bene, keimt6tende Wirkung des Aqua dest. auf Rotlaufbacillen bekannt,
doch schien mir die Unterbindung der Zufuhr von Nihrmaterial fir
exakte Untersuchungen unbedingt erforderlich, um Trugschlisse zu
vermeiden. Auferdem wurde durch den Aqua dest.-Zusatz nur der
alte Salzgehalt wieder hergestellt. Unter natiirlichen Verhiltnissen
tritt an Stelle der keimtotenden Wirkung des in meinen Versuchen
benutzten Aqua dest. die keimerhaltende der Naturwisser, die die
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Lebensfahigkeit der Rotlaufbacillen im Boden héchstens zu vermehren,
aber niemals zu vermindern vermag.

Die Lebensfiahigkeit der Bacillen in den verschiedenen Bodenarten
priifte ich auf folgende Weise: Von den beimpften Bodenproben legte
ich anfangs alle Tage, spiter alle 2 Tage neue Kulturen an, d. h. ich
impfte aus den Originalréhrchen eine Platinése voll Bodenmaterial
steril auf einen neuen sterilen Niahrboden iiber. GréBtenteils benutzte
ich als solchen die ,,Rotlaufbouillon‘ der Tierseuchenstelle, einen in
seiner Zusammensetzung fiir das Wachstum des Rotlaufbacillus besonders
giinstigen Nahrboden. Nur bei den unsteril angesetzten Versuchen be-
obachtete ich die Lebensfihigkeit der Rotlaufbacillen durch Uberimpfen
auf Agarplatten. Dieses Verfahren wandte ich an, um bei der Unmenge
von fremden Bakterien isolierte Rotlaufkolonien zu bekommen; verhalt-
nismaBig gut gelang mir nach dem Vorgange von Pfeiler die Isolierung
auf Blauagarplatten; gleichzeitig konnte ich auf diesen Platten besseres
Wachstum der Rotlaufbacillen feststellen, als auf den fiir gewéhnlich
gebrauchlichen Agarplatten. Der Versuch, die Entwicklung fremder Bak-
terien, besonders des Proteusbacillus nach dem Vorgang von Braun und
Schdffer, durch Zusatz von Carbolsiure zum Agar zu hemmen, miBlang
mir. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von Behmer konnte ich auf
solchen Platten, selbst bei Beimpfung mit Rotlaufreinkultur, kein Wachs-
tum dieser Mikroorganismen feststellen. Wahrscheinlich erklirt sich dies
aus einer verschiedenen Zusammensetzung der Grundsubstanz der von
Behmer und mir benutzten Nahrbéden. Neben der kulturellen Priifung
der Rotlaufbacillen wurde stets noch der mikroskopische Nachweis ge-
fiihrt. War bei den unsteril angesetzten Versuchen sowie bei den Ver-
suchen iiber die Murisepticusentwicklung eine genaue Identifizierung der
Rotlaufbacillen notig, so wurde auBer obigen Verfahren noch der Nach-
weis im Agglutinations- und im Tierversuch erbracht.

Versuch I.

Die 1. Untersuchung diente der Feststellung der optimalen Bedingungen des
Wachstums des Rotlaufbacillus bei verschiedener Reaktion. Zu diesem Zweck
stellte ich mir mit Hilfe des Apparates von Michaelis eine Versuchsreihe her,
die, vom Neutralpunkt ausgehend, langsam an Alkali- und Sduregehall zunahm.
Als Nihrboden benutzte ich peptonfreie Rindfleischbouillon. Zum Anlaugen ver-
wandte ich 10 proz. Sodalésung und zum Ansiuern konzentrierte Salzsiure. Um
den Uberblick zu erleichtern, verwandte ich als Einheitsmenge fiir samtliche
Reagensgldser die zur Reaktionepriifung erforderliche Menge von 7 ccm Bouillon.
Nach der Sterilisation wurden die verschieden alkalisierten bzw. acidierten Reagens-
gliaser mit einer Platingse Rotlaufreinkultur beimpft. Nach 48stiindigem Bebriiten
im Brutschrank (bei 37° C) ergab sich folgendes:

Das Wachstumsoptimum fiir den Rotlaufbacillus liegt zwischen p, = 7,2
und py=7,6. Mit zunehmendem Alkali- bzw. Sduregehalt fillt das
Optimum und bei py = 6,0 erreicht der Rotlaufbacillus in seiner Eni-
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wicklung das Minimum. Bei noch stirkerem Sduregrad ist iiberhaupt
keine Existenzmoglichkeit fiir den Bacillus mehr vorhanden. Die steigende
Alkalescenz vermag hingegen innerhalb der angewandten Grade niemals
keimtitend auf den Rotlaufbacillus einzuwirken. Die Entwicklung ist
trotz starkster Alkalescenz in allen Rohrchen gut gewesen.

Versuch II.

Als VersuchsgefiBle wihlte ich zunichst, um mit gréBeren Bodenmengen
unter ahnlichen Verhiltnissen wie in der Natur arbeiten zu kénnen, Blumen-
topfe, die eine ungefahr der Ackerkrume entsprechende Tiefe besaBen (ca. 12 bis
15 ¢cm). Als Versuchsmaterial benutzte ich Quarzsand mit einer pg-Reaktion 7,2.
Die Topfe wurden bis zum Rand mit Sand gefiillt, gewogen, 3 mal bei einer Tem-
peratur von 180" C je 1 Stunde sterilisiert und dann auf Keimfreiheit gepriift.

Am 22. Mérz 1922 setzte ich folgende 3 Versuchsreihen an:

Der 1. Reihe wurde dem Volumeninhalt eines jeden Topfes entsprechend
1 pro mille 48stiindige, gut bewachsene Rotlaufreinkultur zugegeben. Auferdem
erhielt jeder Topf 10 ccm Fliissigkeit, die aus steriler physiologischer Kochsalz-

Tabelle 1.
} o K()Ch'j Kei W_! T
Zugabe an: Kultur Blut salz- elm- Platten : Ausstrich
i 16sung ’ zahl ;
Reihe 1.
Topf Nr. 1 1,5cem| leem|9eem | 26 kleine glashelle grampositive,
. tautropfenshnl., .
Topf Nr. 11 l4cem | Heem| Hceeme 48 rotlaufverdichtice rotlaufverdich-
Topf Nr. 1II | 1,2¢em {10cem| — 76 ' (-Kolo nien i tige Stibchen
Reihe I
Topf Nr. IV — ! leem|9cem: 17 keine rotlauf- [ grampositive,
Topf Nr. V — S5cem! 5eem | 33 {[ verdichtige { rotlaufverdich-
ToptNr.VI I —  |10cem; — I 62 | Kolonien tige Stibchen
Reihe III.
keine rotlauf-
Topf Nr. VII — — — 0 — { verdichtigen
Stibchen
Topf Ne.VIII| — — | - 87 rotlaufverdichtige
Topf Nr.IX |1,lecem| — [89cem! *) { Kolonien

*) Infolge des hauchartigen Wachstums von Proteusbacillen war eine Zihlung von
isolierten Kolonien nicht moglich.

losung und steril entnommenem Pferdeblut bestand. Die Blutzugabe war gestaffelt,
um den EinflupB der organischen Substanz auf die Lebensfihigkeit des Rotlaufbacillus
genau studieren zu konnen.

Die 2. Reihe bekam keine Kultur, sondern nur dieselbe Fliissigkeitsmenge
wie die erste. Sie sollte die Moglichkeit der Entwicklung des Murisepticusbacillus
auf verfaulender organischer Substanz dartun.

Die 3. Reike diente der Konirolle. Es wurde ein mit Sand sterilisierter und
ein mit Sand gefiillter unsterilisierter Topf ohne jeglichen Zusatz, ferner ein eben-
falls mit Sand gefiillter sterilisierter Topf mit 1 pro mille 48stiindiger Rotlauf-
kulturzugabe verwandt.
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Sdmtliche Versuchsrethen standen bei Zimanerlemperatur und wurden durch
Zugabe von Aqua dest. stets feucht gehalten.

48 Stunden nach Ansetzung des Versuches gol ich nach dem bereits ge-
schilderten Verfahren mit 0,1 g Material von jedem Topf Agarplatten, lief sie
48 Stunden bebriiten und bekam nach Auszihlung mit dem Wolffhiigelschen
Apparat folgenden Keimgehalt (Tabelle 1).

Der EinfluB der organischen Substanz auf die Entwicklung von
Bakterien iiberhaupt wird deutlich sichtbar, denn mit steigender Zu-
gabe von Blut ist eine parallel laufende Steigerung des Keimgehaltes zu
beobachten. Die einzelnen Kolonietypen bzw. Bakterien sollen nicht
weiter angegeben werden. Nur bei Reihen dieses und der folgenden
Versuche, wo rotlaufahnliche bzw. verdichtige Kolonien gewachsen
waren, ist dies besonders vermerkt.

Aus den rotlaufverdichtigen Kolonien der Platten I, 11, IIT und IX
wurden Ausstriche gemacht. Das mikroskopische Bild zeigte in allen
Fallen: grampositive, schlanke, oft leicht gekriimmte Stabchen, die bei
genauer Definition sich als Rotlaufbacillen erwiesen.

Am 28. III., also 6 Tage nach Beginn des Versuches, stellte ich
mikroskopisch an Ausstrichen, die direkt aus den Versuchstopfen ge-
macht waren, neben einer differenten Bakterienflora die in der Tabelle
angegebenen Ergebnisse fest.

Bei den im Praparat von Topf IV, V und VI gefundenen rotlauf-
verdiachtigen Stiabchen lag, da diese. Topfe keine Kulturzugabe be-
kommen hatten, der Verdacht von Murisepticusbacillen nahe. Sie glichen
den Rotlaufbacillen absolut.

Die weiteren Untersuchungen dieser Versuchsreihe waren zum Teil
von MiBerfolgen begleitet. Die Ursache hierfiir scheint im folgenden
begriindet zu sein.

In den ersten Tagen nach Ansetzung des Versuches konnte man
auf allen Topfen die Stellen, an denen die Rotlaufkulturen zugegeben
waren, noch deutlich erkennen. Durch das haufige Zugieflen von Aqua
dest. wurden die beimpften Stellen immer schwerer erkennbar; und so
kam es, daB ich bei der verhiltnismaBig sebr schwachen Beimpfung,
oft Material zur Untersuchung erfafite, das frei von Rotlaufkeimen
war. Ich versuchte durch Uberimpfung von groBeren Mengen Sandes
aus den Versuchstépfen in Rotlaufbouillon, und dann, nachdem ich sie
einige Stunden hatte bebriiten lassen, durch Ausstriche aus dieser, den
Mangel zu beseitigen; doch hatte ich auch bei dieser Methode &fters
MiBerfolge zu verzeichnen. Exakte SchluBfolgerungen aus den sich oft
widersprechenden Ergebnissen waren daher nicht moglich. Es muBte
darum eine Anderung der Technik vorgenommen werden.

Ich ging von den Topfversuchen zu Reagensglasversuchen iiber.
Die Vorarbeiten fiir diese Versuche sind dieselben wie vorn beschrieben.
Als neue Versuchsmaterialien wurden aufler Sand simtliche Boden-
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proben, die mir zur Verfiigung standen, benutzt. Es sei kurz daran
erinnert, daB ich jedes Reagensglas bis zur schwachen Ubersittigung
mit Rotlaufreinkultur iiberimpfte, und daB ich die ersten Versuche
vollkommen steril ausfiihrte.

Versuch III und IV.

Beginn: 28. Juni bzw. 25. Juli 1922. Die Versuche sollten dem Studium der
Lebensfihigkeit der Rotlaufbacillen in den einzelnen Bodenproben bei verschie-
dener Reaktion und verschiedener Temperatur dienen. Die Reaktionsgrade waren
in beiden Versuchsreiben: py = 2,8 (sauer), ¢, = 8,4 (alkalisch) und py = 7,2
(normale Bodenreaktion). Verschiedene Temperaturverhiltnisse wurden dadurch ge-
schaffen, daB Versuchsreihe 1II bei Brutschranktemperatur, IV bei Zimmer-
temperatur gehalten wurden. Von einer Wiedergabe der taglichen und spiter
aller 2tigigen Untersuchungen habe ich an dieser Stelle abgesehen und nur die
Wachstumsabnahme bzw. das Absterben der Rotlaufbacillen in den einzelnen
Bodenproben tabellarisch zum Ausdruck gebracht, um ein moglichst klares Bild
der Ergebnisse bieten zu kénnen*).

Die Ergebnisse des Versuchs III zeigt die Tabelle 2.

Aus Versuch 111 resultiert folgendes: In den Bodenproben, die stark
angesiuert sind, sterben die Rotlaufkeime schon in den ersten Tagen ab.
Das gleiche gilt fiir die von Natur aus sauren Bodenproben. Vom Neutral-
punkt aufwdrts bis zur stirksten Alkalescenz ist dagegen in jeder Boden-
probe, gleichgiiltig welcher geologischen Formation sie entstammi, eine
lange Lebensfihigkeit der Rotlaufbacillen festzustellen.

Die Ergebnisse des Versuches IV sind in Tabelle 3 niedergelegt.

Die Zimmertemperatur war wihrend der Versuchsdauer ziemlich
konstant. (Morgens 16—18, mittags und abends 20—23°.) Die Re-
sultate der Versuche 111 und IV stimmen im allgemeinen iiberein. Eine
nennenswerte Abweichung ist im Versuch IV nur beim Sand (mit der
Reaktion pg; = 6,4) zu beobachten. Hier waren im Gegensatz zu dem-
selben Sand des Versuches III die Rotlaufbacillen bis zum Abschlufl des
Versuches lebensfahig. Es ist wahrscheinlich, daB bei Zimmertempe-
ratur die Lebensdauer der Rotlaufbacillen eine lingere ist als bei Brut-
schranktemperatur. Ahnliche Verhaltnisse wurden, wenn auch nicht
so ausgesprochen, beim Laubwaldboden mit natiirlicher Aciditit be-
obachtet.

Der Einfluf} der verschiedenen Temperaturen spielt jedoch im Ver-
gleich zur Einwirkung der Reaktion auf die Lebensfahigkeit der Rotlauf-
bacillen eine untergeordnete Rolle. Von den Bodensiuren scheint beson-

*) Anm.: Mit Riicksicht auf die derzeitigen Druckschwierigkeiten wird von
den Versuchen IIT bis VIII lediglich je eine Tabelle wiedergegeben und zwar
die mit der zeitlichen Begrenzung der Nachweisbarkeit entwicklungsfahiger Bacillen.
Verzichtet wurde auf je eine zweite Tabelle, in der das in der abgedruckten
Tabelle enthaltene Gesamtergebnis durch die zahlreichen Einzelergebnisse belegt
wird.
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Tabelle 2 (Versuch III). Tabelle 3 (Versuch IV).

Bodenproben P H-J onen é:g::: t:;: Bodenproben P ”-J onen g:;::::t :;;

Niedermoor . . 2.8 2 Niedermoor . . 2,8 3

6,4 8 6,4 11

8,4 92 = 8,4 50

Hochmoor. . . 2,8 2 Hochmoor. . . ! 2,8 3

44 4 ! 4.4 3

8,4 92 ? 8,4 67

Laubwald . . . 2,8 2 Laubwald. . . || 28 2

6,8 4 6,8 22

8,4 49 8,4 50

Lehm . . . . 2,8 2 Lehm . . . . 2,8 2

7,4 68 7.4 40

8,4 35 8,4 40

Kalkhaltiger Ton 2,8 93 Kalkhaltiger Ton 2,8 2

7,2 17 7,2 40

8,4 22 8,4 40

Sand e e e 2,8 68 Sand e .. 2,8 11

6,4 5 6,4 68

7,2 40 7,2 50

8,4 40 8,4 50

Gartenerde . . 2,8 2 Kalk . ... 2,8 5

7,3 93 7,5 50

8,4 93 8,4 50

Gartenerde . . 2,8 5

7,3 68

8,4 68

ders die Humussdure stark keimtotend zu wirken. Der Niederungs-
moorboden, der dieselbe natiirliche Aciditat wie der saure Sand besitzt,
wirkt néamlich ebenso wie die Laubwaldprobe, die einen noch schwiche-
ren natiirlichen Sauregrad aufweist, wenig keimerhaltend bzw. sogar
keimtétend auf den Rotlaufbacillus. Wenn nun trotz der Gleichheit
der Aciditiét im Versuch IV und den folgenden Versuchen Rotlaufbacillen
im natursauren Sand eine gréBere Lebensfihigkeit gezeigt haben, so
ist meiner Ansicht nach in erster Linie die keimtotende Einwirkung
der Humussaure fiir die sehr kurze Lebensdauer der Rotlaufbacillen im
Niederungsmoor sowie im Hochmoor und im Laubwaldboden ver-
antwortlich zu machen.

Versuch V und VI.

Versuch V und VI sollten, wie bereits mitgeteilt, der eingehenderen Unter-
suchung der Lebensfihigkeit der Rotlaufbacillen bei normaler Bodenreaktion
dienen, Versuch V1 speziell den EinfluB8 von organischer Substanz auf ihre Lebens-
fahigkeit klarlegen.
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Um moglichst gleiche Bedingungen zu schaffen, arbeitete ich in beiden Ver-
suchen quantitativ: An Bodenmaterial wurden jedem Reagensglas 7,5 g gegeben.
Die Kulturzugabe wurde gegen frither bedeutend reduziert, um zu sehen, ob eine
schwache Beimpfung im Verhiltnis zu einer starken einen EinfluB auf die Lebens-
fihigkeit der Bakterien auszuiiben vermag. In beiden Versuchen erhielt jedes
Reagensglas, im Gegensatz zu denen im Versuch III und IV, nur eine Kultur-
zugabe von 4 ccm. In Versuch VI wurde auferdem jedem Reagensglas mock 3 ccm
steril entnommenes Hammelblut als organische Substanz zugesetzt. Beide Versuche
wurden am 25. Juli 1922 bei Zimmertemperatur angesetzt und steril ausgefiihrt.
Eine Anderung im Wachstum der simtlich gut bewachsenen Réhrchen trat in
der Zeit vom 12. VIII.—20. IX. beim Versuch VI nicht ein. Eine Tabellen-
wiedergabe eriibrigt sich also.

Tabelle 4 (Versuch V).

Anzahl der

Bodenprobe pgJonen Lebenstage
Niedermoor . . 6.4 18
Hochmoor. . . 44 15
Laubwald . . . 6,8 18
Lebm . . . . 74 50
Kalkhaltiger Ton 1 7,2 50
Sand . . . . | 6,4 50
Sand I 72 58
Kalk . ... | 175 50
Gartenerde . . | 7,3 ; 58

Vergleicht man den Versuch III mit dem Versuch V, so ergibt sich
in bezug auf die verschieden starke Beimpfung folgendes: Die Menge
der Kulturzugabe ist fiir die Lebensfdhigkeit der Rotlaufbacillen in den
verschiedenen Bodenproben relativ belanglos. Mafgebend ist, wie bereits
aus den vorhergehenden Versuchen deutlich zu ersehen ist, einzig und allein
der Reaktionsgrad.

Ein vollkommen neues Bild bietet der Versuch VI. Hier ist infolge
des Zusatzes von organischer Substanz keine verminderte Lebensfihigkeit
der Rotlaufbacillen bis zum Abschluff der Untersuchungen festzustellen.
Die organische Substanz muf aber alkalische Reaktion zeigen; denn saure
organische Substanz vermag die Rotlaufbacillen nicht am Leben zu
halten. Erklirlich wird die Behauptung, wenn man sich vergegen-
wirtigt, da Hochmoorboden bis zu 93%, und Niederungsmoorboden
bis zu 849, organische Stoffe enthalten und dennoch keine giinstigen
Bedingungen fiir die Lebensfihigkeit der Rotlaufbacillen bieten. Die
Reaktion des mit dem Blut zugegebenen Blutserums war py = 7,9,
also alkalisch.

Diein Versuch V und VI enthaltenen Ergebnisse schienen mir fiir die
Bewertung der epidemiologischen Verhiltnisse beim Rotlauf von be-
sonderer Bedeutung. Sie wurden im Versuch VII und VIII wiederholt.
Dieses Mal sah ich jedoch von einer Sterilisation der Bodenproben ab,
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um etwaige, der Entwicklung des Rotlaufbacillus bakteriell-anta-
gonistische Einfliisse oder auch chemische Umsetzungen, die etwa durch
das starke Erhitzen der einzelnen Bodenproben hatten hervorgerufen
sein kénnen, zu vermeiden. AuBerdem wollte ich die Lebensfiahigkeit
der Rotlaufbacillen unter diesen geiinderten Einfliissen beobachten.
Neben der normalen Bodenreaktion wihlte ich zu den Versuchen die-
selben kiinstlich erzeugten Reaktionsgrade wie bei Versuch III und IV,

Tabelle 5 (Versuch VII). Tabelle 6 (Versuch VIII).
Bodenproben pJonen f:l::!l:sltg;: Bodenproben pJonen %I‘}:!f::slt:;:

Niedermoor. . . 2,8 12 Niedermoor. . . 2.8 12
6,4 25 6,4 50

84 50 8,4 50

Hochmoor . . . 2,8 12 Hochmoor . . . 2,8 7
44 25 44 50

8,4 50 8,4 50

Laubwald . . . 2,8 2 Laubwald . . . 2,8 2
6,8 25 6,8 50

8.4 50 | 84 50

Lehm . . . . . 2,8 12 Lebm . . . . . 2,8 7
7.4 50 74 50

8,4 50 8,4 50

Kalkhaltiger Ton 2,8 12 Kalkhaltiger Ton 2,8 12
7,2 50 lo72 50

8,4 50 ; 84 50

Sand . . . . . 2,8 26 Sand . . . . . 2,8 12
6,4 50 6,4 50

7,2 50 7,2 50

84 50 84 50

Kalk . . ... 2,8 12 Kalkk . .. .. 2,8 12
75 50 7,5 50

| 84 50 8,4 50

Gartenerde . . . ‘ 2,8 15 Gartenerde . . . 2,8 22
7.3 50 7.3 50

P84 50 . 84 50

um festzustellen, ob durch die unsterile Haltung der Versuche andere
Resultate als bei steriler Ausfithrung erzielt werden.

Die Versuche wurden am 11. VIII. 1922 angesetzt und die Reagens-
glaser offen bei Zimmertemperatur gehalten. In beiden Versuchen ent-
hielten die Reagensgliser ca. 10 cem Bodenmaterial, das, da ja die
relative Starke der Beimpfung fiir die Resultate belanglos ist, bis zur
schwachen Ubersattigung mit 48stiindiger Rotlaufreinkultur beimpft
wurde. In Versuch VIII wurde gleich dem Versuch VI steril entnommenes
Hammelblut als organische Substanz in Mengen von 10 cem auf jedes
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Glas zugegeben. Infolge der unsterilen Ausfiihrung dieser Versuche ging
ich bei der Feststellung der Lebensfiahigkeit der Rotlaufbacillen von der
bisher gebrauchlichen Uberimpfungsmethode in Rotlaufbouillon zum
Agarplattenverfahren iiber. Die makroskopischen sowie mikroskopischen
Feststellungen ergaben fiir Versuch VIIund VIIIdie inden Tabellen 5und 6
niedergelegten Ergebnisse. Es sind also im Vergleich zu den analogen
sterilen Versuchen keine nennenswerten Abweichungen festzustellen.
Die Resultate bekriftigen nur die Folgerungen aus den vorhergehenden
Versuchen. Dap in den stark angesiuerten Bodenproben trotz der Zugabe
von alkalischer organischer Substanz nur eine ganz kurze Lebensfihigkeit
der Rotlaufbacillen zu verzeichnen ist, kann nach den vorhergehenden Fest-
stellungen kaum wundernehmen. Die relativ schwache Blutzugabe erwies
sich als nicht ausreichend, um die durch Ansiuerung mit HCl und die
iibrigen Bodensiuren gesetzte Wirkung aufzuheben. Nur in der Garten-
erde mit ihrem grofien Reichtum an organischer Substanz, also noch
verhaltnismaBig frischer Erde, lebten iiberhaupt noch bakterielle
Mikroorganismen.

Versuch IX.

Den AbschluB meiner Versuche bilden Untersuchungen iiber die spontane
Entwicklung der Murisepticusbacillen in Bodenproben, die mit organischer Sub-
stanz versetzt wurden.

In der Einleitung wurde bereits auf die Entwicklung dieser Bacillen auf
faulender, organischer Substanz hingewiesen. Nach den Beobachtungen von
Pfeiler”) sollen Murisepticusbacillen oft schon am 3. Tage der Fiulnis in Organen
z. B. gesunder Schlachtschweine nachzuweisen sein. Oberlinder!l) ist der Nach-
weis dieser Bacillen in faulen Nijeren nicht an Rotlauf verendeter Miause mehr-
mals am 6. Tage der Faulnis gelungen. Von allgemeinem Interesse ist nach diesen
Feststellungen die Frage: ,,Entwickeln sich in faulender, orgamischer Substanz
Murisepticusbacillen, ohne von dem wmgebenden Substrat beeinfluft zu werden?*

Tabelle 7.
Maus I Niederungsmoorprobe . . . . gesund

» 1I Hochmoorprobe . . . . . . . »

» III Laubwaldprobe . . . . . . . ’

» IV Lehmprobe . . . . . .. .. v

» V Kalkhaltige Tonbodenprobe .

» VI Sandprobe . . . . . . . .. verendet am 18. IX. an Rotlauf
” VIiI L I R ” ” ” ” ”
» VIIT Kalkbodenprobe. . . . . . . ’» » » » »

’» ” ” » ”

Um der Losung dieser Frage niher zu kommen, setzte ich am 21. VIII. 1922
folgende Versuche an: Ich fiillte von jeder Bodenprobe mit natiirlicher Reaktion
je ein Reagensglas bis ca. 10 cm Hoéhe und durchtrinkte die einzelnen Boden-
materialien bis zur schwachen Ubersittigung mit steril entnommenem Hammel-
blut. Die Gemische lieB ich bei Zimmertemperatur offen stehen und legte aus
ihnen alle 2 Tage Agarplatten an. Da auf diesen niemals rotlaufverdichtige

Arch. f. Tierheilk. L. 13
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Kolonien festzustellen waren, wurden am 7. IX. direkt aus den Reagensglasern
Ausstriche gemacht. Das mikvoskopische Bild ergab fiir jedes Priparat gram-
positive, rotlaufverdichtige Stabchen, die nur etwas plumper wie die Rotlauf-
stibchen aussahen. Um den Nachweis der Identitit dieser Bacillen mit dem
Murisepticus- bzw. Rotlaufbacillus zu erbringen, impfte ich am 15. IX. Miuse
subcutan mit 0,25 ccm der iiber jedem Reagensglas stehenden Fliissigkeit.

Nach 48 Stunden zeigten Maus VI—IX typische Rotlauferschei-
nungen. Die Hinterextremititen waren halb gelihmt, die Augen ver-
klebt und geschlossen. Ausstriche aus der rechten Niere ergaben neben
zahlreichen Rotlaufbacillen vereinzelte Faulnisstabchen.

Der Versuch wurde am 21. IX. wiederholt.

Versuch X.

Die Quantitit des Bodenmaterials und des Blutzusatzes blieb die gleiche.
Anstatt der Reagensgliser wihlte ich als VersuchsgefiBe halbe Petrischalen.
Der Grund fiir das Wechseln der VersuchsgefiBe war die Steigerung der Sauer-
stoffzufubr. Die Petrischalen der mit Blut versetzten Proben vom Niedermoor,
Hochmoor, Lehm, kalkhaltigem Ton und Laubwald wurden bei Brutschrank-
temperatur gehalten, die iibrigen bei Zimmertemperatur. Als Kontrollen dienten

a) 1 GefiB mit 10 ccm saurem Sand (py = 6,4) und

) » » » Gartenerde (pg = 7,3).

Beide Bodenproben wurden nach der Sterilisation auf Sterilitat gepriift, mit
steril entnommenem Hammelblut bis zur schwachen Ubersittigung versetzt und
offen bei Zimmertemperatur gehalten.

b) 1 Reagensglas mit 10 ccm sterilem sauren Sand (pg = 6,4),

» s 1 Steriler Gartenerde (pg = 7,3).

Beide wurden, nachdem sie auf Sterilitat gepriift waren, statt mit Blut, mit
steriler Rindfleischbouillon iibergossen und offen bei Zimmertemperatur gehalten.

Die Kontrollreihen sollten der Beantwortung der Frage dienen, ob sich die
Murisepticusbacillen nur auf faulender, organischer Substanz entwickeln.

Am 5. Tage nach Beginn des Versuches waren in Ausstrichen, die direkt aus
den Versuchsgefalen gemacht wurden, zum ersten Male in samtlichen mit Blut
versetzten Bodenproben (also auch in den Kontrollen unter a) grampositive rot-
laufverdachtige Stibchen nachzuweisen. In dem Ausstrich aus Kontrollreihe b
konnten nur grampositive und gramnegative Kokken ermittelt werden.

Der am folgenden Tage, also am 27. IX. angesetzte Tierversuch ergab fol-
gendes:

Tabelle 8.
Maus I Niederungsmoorprobe . . . . gesund
» 11 Hochmoorprobe . . . . . . . '
»» III Laubwaldprobe . . . . . . . verendet am 3. X. interkurrent
» IV Lehmprobe . . . . . . . .. gesund
» V Kalkhaltige Tonprobe . . . . ’
» VI Sandprobe . . .. ... .. verendet am 1. X. an Rotlauf
» VII v e e e e e e e e » o e e ”
,» VIII Kalkprobe . . . . . . ... ” v s s '
» IX Gartenerdeprobe . . . . . . ” o s '
Kontrollrethe A:
Kontrollmaus I Sandprobe . . . . . . verendet am 1. X. an Rotlauf

» II Gartenerdeprobe . . . ” » o » »
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Kontrollreihe B:

Kontrollmaus IIT Sandprobe . . . . . gesund
” IV Gartenerdeprobe . . v

Maus VI—IX verendeten ebenso wie Kontrollmaus I und II an
Rotlauf am 1. X. Die Sektion fand unmittelbar nach Eintritt des
Todes statt. Nierenausstriche ergaben in allen Fillen lediglich zahl-
reiche Rotlaufbacillen. Um jeden Zweifel an der Identitiat dieser Mikro-
organismen mit dem Rotlaufbacillus zu beseitigen, legte ich aus dem
Herzblut der Kontrollmaus I Bouillonkulturen an und fithrte mit
einem Rotlaufserum vom Titer 1 : 1800 die Agglutination aus:

1:200 400 800 1600 2000 4000

++++ +++ ++ + — -

Kontrolle: —.

Miuse I—V blieben mit Ausnahme von Maus III, die am 3. X.
verendete, leben. Im Nierenausstrich von Maus III konnten keine
Rotlaufbacillen und auf dem aus dem Herzblut dieser Maus angelegten
Schragagarrohrchen keine Rotlaufkolonien festgestellt werden.

Aus den Befunden von Versuch IX und X resultiert folgendes:

Auf faulender organischer Substanz werden Murisepticus- bzw. Rot-
laufbacillen bereits am 5. Tage der Fdulnis nachgewiesen. Gartenerde,
Sand- und Kalkboden sind bei natiirlicher Reaktion, sterilisiert sowie
unsterilisiert, fiir die Lebensfihigkeit der sich aus der zugesetzten Substanz
entwickelnden Murisepticusbacillen duferst giinstige Substrate.

In Niedermoor-, Hochmoor-, Lehm-, kalkhaltigem Ton- und Laubwald-
boden mat natiirlicher Reaktion und Blutzugabe bleiben Murisepticus- bzw.
Rotlaufbacillen, wenn diberhaupt eine Entwicklung in ihnen eintritt —
dafiir sprechen die Befunde in den Ausstrichpriparaten, — wahrscheinlich
nur ganz kurze Zeit lebensfihig.

Der Nachweis der Lebensfihigkeit dieser Bacillen in solchen Boden-
proben ist schon 6 Tage nach Zugabe der organischen Substanz nicht mehr
moglich.

Die Identitat der Murisepticusbacillen mit den Rotlaufbacillen wurde
durch Agglutination, die noch bei der Verdiinnung 1 : 1600 positiv war,
nachgewiesen.

Die Ergebnisse der vorstehenden Untersuchungen scheinen mir die
Unterlage und eine gewisse Erklarung der eingangs erwiahnten epidemio-
logischen Verhialtnisse beim Rotlauf in bestimmten Landesteilen ab-
zugeben, so z. B. fiir das starke Herrschen des Rotlaufs in den Provinzen
Ostpreuflen und Posen. Die mittlere Zusammensetzung der Ackerkrume in
Ostpreuflen ist nach agronomischen Karten ungefihr folgende : Geschiebe-
mergel, Tonmergel, Ton, Moorerde, Torf und Sand (sandiger Lehm,
lehmiger Sand, humoser Sand und Decksand). In Posen finden wir

13*



186

E. Hesse: Einfluf der Reaktion, insbesondere des Bodens,

hauptsichlich: Humus-, Kalk- und Sandboden, die an einzelnen Stellen
zum schweren Lehm und strengen Ton iibergehen.

Nach dem Kriegs-Jahresbericht*) iiber die Verbreitung von Tier-
seuchen 35 wurden die in Tabelle XI verzeichneten Rotlaufziffern
festgestellt.

DaB diese Ziffern auch relativ hohe sind, ergibt eine Betrachtung
fir die allerdings wesentlich kleineren Staatsgebiete von Hamburg,

Tabelle 9.

Bei Beginn| Im Laufe (Am Schlusse

des Jahres | des Jahres |des Jahres
In Ostpreufien:
1915 in Gehoften 43 685 17
1916 » »» 17 4194 73
1917 » ”» 73 2647 33
1918 » ” 33 1293 7
In Posen:
1915 in Gehéften 81 22717 21
1916 » »» 21 7957 92
1917 » s 92 4360 61
1918 » »» 61 1518 15

Bremen und Liibeck. Hier finden wir zum Teil natursauren Boden
(Moor und Schlick). Die entsprechenden Ziffern sind wiederum nach
dem genannten Jahresbericht in Tabelle 10:

Tabelle 10.
Bei Beginn des| Im Laufe des | Am Schlusse des
Jahres waren |Jahres wurden | Jahres blieben
verseucht verseucht verseucht
Fiir das Jahr 1915: Gehofte: Gehofte: Gehofte:
fiir Liibeck . . . . . . . - 2 —
» Bremen . . .. .. — 32 —
,» Hamburg . . . . .. 1 54 —
Filr das Jahr 1916:
fir Libbeck . . . . . . . — 10 —_—
»» Bremen . . . . .. — 51 2
» Hamburg . . . . .. — 224 —
Fiir das Jahr 1917:
fiir Liibeck . . . . . . . — 5 —
s Bremem . . . . .. 2 17 —
» Hamburg . . . . .. — 99 —

Beriicksichtigt man allein die Zahlen dieser Gegeniiberstellung, so
scheinen sie eine wissenschaftliche Erklirung fiir die starke Ausbreitung

*) Diese Kriegszahlen stimmen nicht absolut. Doch kénnen sie einen ge-
wissen Anhalt bieten.



auf die Fortentwicklung des Rotlauf- bzw. Murisepticus-Bacillus. 187

des Rotlaufs in den 8stlichen Provinzen zu geben. Fiir die Betrachtung
muBl aber, abgesehen von dem schon erwidhnten Unterschied in der
Gro6Be der Areale dieser Staatsgebiete (Ostpreuien und Posen: Hamburg,
Bremen, Liibeck = 68 : 1) die Zahl der auf diesen Fliachen vorhandenen
Schweine mit der der Rotlauferkrankungen verglichen werden. Immer-
hin 148t der Vergleich (siche Tabelle 11) erkennen, daB8 tatsachlich,
abgesehen vom Jahre 1915 (andere Jahreszahlen waren nicht zu be-
schaffen), in den Jahren 1916—1917 im Osten mehr Rotlauffille vor-
gekommen sind, als in den verglichenen, mehr westlich gelegenen
Staatsgebieten mit Moor- und Schlickboden. Der erwihnte Unterschied

mag also die Grundlage abgeben fiir das stirkere Auftreten der Rotlauf-
seuche im Osten.

Tabelle 11,
OstpreuBen und Posen Hamburg, Liibek, Bremen

Jahre Rotlauf- Rotlauf-

Gesunde % der Er- Gesunde % der Er-

Schxgine Sl:lrn:::i:e krankungen Schweine S];:?;:e kranli:ngen
1915 1969 406 5344 0,27 36248 138 0,38
1916 2016 641 20222 1,002 55399 398 0,718
1917 1309633 12512 0,955 23917 148 0,618

Es versteht sich, da der Faktor der Bodenbeschaffenheit bzw.
Reaktion desselben allein aber nicht ausschlaggebend fiir die Ver-
breitung der Rotlaufseuche an sich sein kann, dafl unter gegebenen,
geéinderten bzw. gilinstigen oder ungiinstigen Verhiltnissen auch Ab-
weichungen von den hier vertretenen Auffassungen mdéglich sind,
ebenso wie weitere Versuche, wenn sie mit Boden anderer Herkunft
ausgefiihrt werden sollten, gewisse Abweichungen von meinen Resultaten
ergeben mogen. Erst aus dem Zusammenwirken der verschiedenen fiir
die Entwicklung des Rotlaufbacillus entscheidenden Faktoren — hierher
sind in erster Linie Warme und Feuchtigkeit (man beachte das Auf-
flammen des Rotlaufs in feuchtwarmen Sommermonaten) zu rechnen —
ergibt sich ein klares Bild fiir die Entstehung der Rotlaufepidemien.
In dieser Beziehung sei auf die epidemiologischen Betrachtungen ver-
wiesen, die Pfeiler?) mit Riicksicht auf die Saprophytennatur der
Rotlauf- bzw. Murisepticusbacillen gemacht hat. Nach seinen Aus-
filhrungen sind z. B. 1912 im Bromberger tierhygienischen Institut
besonders zahlreiche Murisepticusbefunde gemacht worden. Die Rotlauf-
ziffer lag in diesem Jahre aber fiir Deutschland relativ niedrig, wihrend
sie 1913, wo relativ wenige Murisepticusbefunde gemacht wurden, die
h6chste Ziffer seit dem Jahre 1899 mit 91 622 Fallen erreichte.
Es versteht sich aber, daB die Ziffern, die fiir das Deutsche Reich gelten,
nicht schlechtweg fiir die Beurteilung der Verhiltnisse im Osten Beriick-
sichtigung finden kénnen. Beachtenswert erscheint in dieser Hinsicht
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jedenfalls, dal nach den Jahresberichten der beamteten Tierarzte
PreuBiens 1912 die Regierungsbezirke Bromberg, Marienwerder, Posen
mit 89 bzw. 74 und 73 Indexziffern als betroffen angesetzt werden,
withrend z. B. Aachen mit 2, Hannover (Schweinehochzuchtgebiet) mit
12 gefithrt wird. Die Annahme, daBl heiBle Jahreszeit, Zunahme der
Murisepticusbacillen in der Aulenwelt bei starker Faulnis organischer
Substanzen und Rotlaufwellen in Beziehung zueinander stehen, erschien
Pfeiler jedenfalls auf Grund des vorstehenden Materials als weiter
iiberpriifungswert.

Die Bodenbeschaffenheit stellt. nun in dieser Hinsicht einen micht zu
unierschitzenden Faktor fiir die floristische Verbreitung der Rotlauf- bzw.
Murisepticusbacillen dar. Selbstverstindlich muB dabei die Ein-
schrinkung gemacht werden, daB Stallhaltung, EinfluB des Diingers
auf die Rotlaufbacillen u. a. im Gegensatz zu im Freien gehaltenen
bzw. lebenden Schweinen bei unseren Kulturrassen eine wichtige Rolle
spielen.

Die von Lydtin®) und Frohner-Zwick®') ausgesprochene Vermutung,
daB nasse Lehmbdden giinstige, Granit- bzw. Sandbéden weniger
giinstige Entwicklungsstitten fiir den Rotlauf- bzw. Murisepticus-
bacillus sind, diirfte auf Grund meiner Untersuchungen, die zum ersten
Male unter den Bedingungen des Experimentes Unterlagen fiir die
Beurteilung dieser epidemiologischen Verhéltnisse geschaffen haben,
nur noch bedingte bzw. keine Giiltigkeit haben.

Mit Riicksicht auf die auBerordentlich giinstige Beeinflussung des
Wachstums der Rotlauf- bzw. Murisepticusbacillen auf faulender, organi-
scher Substanz soll am Schlusse dieser Arbeit noch auf einen seuchen-
hygienisch nicht unwesentlichen Fakfor hingewiesen werden, der im
landwirtschaftlichen Betriebe fast iiberall gegeben ist und zur Ent-
stehung vieler Rotlauffille Veranlassung gegeben haben diirfte. Be-
sonders im Kleinbetrieb pflegt das Abschlachten von kleinen Haustieren
am Diingerhaufen oder an irgendeiner Stelle des Hofes zu geschehen.
Allgemein iiblich ist es auch, das Fibrin des Schweineblutes auf den
Diingerhaufen zu schiitten. Nach meinen Untersuchungen iiber die
Entwicklung und Lebensfihigkeit des Murisepticusbacillus unter dem
EinfluB der Gartenerde, die sich mit den bekannten Daten decken,
miissen sich auch auf der Dungstatte im verfaulenden Blut Murisepticus-
bacillen entwickeln und lebensfihig erhalten. Erfahren dann diese
Bacillen durch irgendwelche Einfliisse eine Steigerung ihrer Virulenz,
80 konnen Schweine, wenn sie beim Siaubern der Stallungen auf dem
Hofe herumlaufen und auf der Dungstitte wiihlen, per os oder sonstwie
infiziert, schwere Rotlauferkrankungen bekommen. Sind unter den
Schweinen Dauerausscheider, so wird, bei Lebensfahigkeit der Rotlauf-
bacillen im Diinger, die Moglichkeit der Schaffung von Rotlaufherden
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bedeutend erh6ht. Wir sehen also, daf3 durch diese Unsitte, wenn auch
im geringeren Ausmafle, dieselben Bedingungen fiir eine Rotlauf-
infektion geschaffen werden, wie wir sie fiir die Verbreitung der Rot-
laufseuche durch unsachgemiBe Behandlung der Kadaver bzw. Kadaver-
abfalle kennen gelernt haben (Schlachten rotlaufkranker Schweine, Ver-
breitung durch wandernde Zigeuner usw.).

Um diese Quellen der Rotlaufinfektion zu unterbinden, empfiehlt
Gldssers) eine zweckmaBige Diingerpackung nach dem Vorgange von
Pfeilers?). Meiner Ansicht nach ist, wenn. nicht von Glisser das Haupt-
gewicht auf die Vernichtung der Rotlaufbacillen durch die Warme
gepackten Diingers gelegt wird, eine wirksamere Verstopfung der
Rotlaufquellen unter Beriicksichtigung der Gesichtspunkte, wie sie in
der vorliegenden Arbeit aufgestellt sind (Alkalescenzgrad des Diingers),
neben den iibrigen beschriebenen prophylaktischen MaBregeln in einer
einwandfreien Beseitigung des Blutes, der Organe und Kadaver sowie
der Spiilwasser und der Abfille nicht nur von notgeschlachteten
rotlaufkranken, sondern auch von gesunden Schweinen zu suchen.

Schlupfolgerungen.

Die Lebensfihigkeit der Rotlaufbacillen in den einzelnen Bodenarten
ist sehr verschieden. Von Natur aus sind, wie meine Versuche ergeben
haben, humusreiche Boden sowie Sand- und Kalkbéden nach einer Be-
tmpfung mit Rotlaufbacillen fir die Weiterentwicklung dieser Bakterien
besonders prddestiniert.

Ausschlaggebend fiir die Lebensdauer der Rotlaufbacillen in den
einzelnen Bodenarten ist in erster Linie die Reaktion der Boden.

In Bodenarten, die alkalische Reaktion zeigen, konnte moch nach
90 Tagen dieselbe Lebensfdihigkeit der Rotlaufbacillen festgestellt werden
wie in den ersten Tagen nach der Beimpfung. Man kann infolgedessen
wohl auf eine jahrelange Lebensfihigkeit der Rotlaufkeime in solchen
Bdiden schliefen.

Die von Natur aus sauren Bdden, wie Niedermoor, Hochmoor und
Loubwald sowie similiche kiinstlich angesiuerten Bodenarten titen schon
in den ersten Tagen die zugegebenen Rotlaufbacillen ab. Zusatz von
alkalischem, organischem Material sowie kiinstliche Alkalisierung —
mayg sie im Reagensglas durch eine Lauge oder in der Natur durch Zu-
fiihrung wvon Salpeter, Kalk oder Stalldiinger geschehen — vermdgen
jedoch in den natursauren Bdden die Rotlaufbacillen ebenso lange am
Leben zu erhalten wie in den von Natur aus alkalischen Bodenarten. Eine
Ausnahme bildet der saure Sand. In diesem wurde ohne jeglichen Zusatz
von Alkali eine gleichlange Lebensdauer der Rotlaufbacillen wie in den
alkalischen Bodenarten beobachiet. Der von mir uniersuchte Sand muf
infolgedessen frei von keimtitenden Sduren gewesen sein.
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Der Einflufl der einzelnen Bodenarten auf die Lebensfihigkeit der sich
auf verfaulender eiweifhaltiger organischer Substanz entwickelnden
Murisepticusbacillen ist gleichfalls verschieden. Lebende Murisepticus-
bacillen, die sich unter dem Einflufl des Bodenmaterials auf faulendem
Hammelblut entwickelt hatten, konnten im Trierversuch nur in der Garten-
erde, im Sand- und Kalkboden nachgewiesen werden. In den iibrigen zu
den Versuchen benutzten Bodenproben waren nur auf mikroskopischem
Wege Murisepticus- bzw. rotlaufverddchtige, anscheinend nicht mehr
lebende, Stibchen festzustellen.
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