113. Oskar Baudisch: Uber Nitrat- und Nitrit-
Asgsimilation!). VIII. Uber Cholera. I.

(Eingegangen am 13. April 1916.)

Der Lebensprozel des Choleravibrio ist mit einem starken oxy-
dativen Abbau von Eiweil}-Substanz verbunden; wir miissen somit, um
in das chemische Getriebe dieses Abbaues einen nitheren Binblick zu
bekommen, die Oxydationserscheinungen beim Eiweill und beim Amino-
siuren-Abbau niiher ins Auge fassen. Diese oxydative Spaltung von
Eiweil-Substanz findet beim Cboleravibrio speziell in schwach alkali-
scher Losung statt, und somit ist es erklirlich, dal der Kommabacillus
im Diinndarm, dessen Schleim alkalisch reagiert und dessen Inhalt
aus Peptonen und Aminosiiuren besteht, eine so massenhafte Ent-
wicklung erfahren kann.

Die Choleravibrionen dringen dann, angezogen von der alkalisch
reagierenden Schleimhaut und hochstwahrscheinlich auch zur Befriedi-
gung ihres ‘Sauerstolfbediirfnisses in die Schleimhant ein. und wir
wissen heute, dal die AbstoBung des Darmepithels nur durch den
Krankheitserreger bezw. dessen Toxine hervorgerufen wird, somit als
ein vitaler Vorgang aufzufassen ist.

Die Vibrionen schieben sich lings der Driisenschliuche bis in
die Submucosa vor, und es finden sich bier oft Reinkulturen von
Choleravibrionen, die nun mit ihren giftigen Endoutoxinen im Wege
des Lymphstromes den ganzen Organismus {iberschwemmen und
vergiften. A

Dieses »stadium algidum« der Cholera, d. h. jene schweren Ver-
giftungserscheinungen, die sich durch Muskelschwiiche, Cyanose, Coma,
Herzschwiiche, Kaltwerden der Ixtremititen usw. bemerkbar machen,
sind erst die Folge der in die Darmwand eingedrungenen Vibrionen.
Daf} die Bildung des Choleragiftes anBerordentlich rasch erfolgen mull,
hat schon Pfeiffer? experimenteil nachgewiesen, nachdem es ihm
gelang, mit minimalen Mengen etwa 18-stindiger Kultur durch intra-
peritoneale Injektior eine toxische Erkrankung von Meerschweinchen

1 1. Mitteilung: B. 14, 1009 [1911]. II. Mitteilung: Ber. d. Sitzung d.
Schweiz. Naturfersch. Ges. 1911, 111, Mitteilung: Zentr. f. Bakt., Abt. II,
Bd. 32 [1912]. IV. Mitteilung: B. 45, 1775, 2879 und 3231 [1912]. V. Mitteilung :
B. .16, 115 und 1744 {1913]. VL. Mitteilung: H. 89, 175 [1914]. VII. Mitteilung:
7. Ang. 26, 612 (Auf:atzteil). Zusammenfassung der 7 Mitteilungen: »Die
Naturwissenschaft«, Springer (Berlin) 1914, Heft 9 und 10.

?) Siehe z. B. Ptleiffer, 7Z. . Hygiene, Bd. 11, 14, 16, 19. Deutsche
med. Wochenschrift 1894, Nr. 13.
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auszulosen, welche ohne Durchfall unter Muskelzuckungen und
Riickgang der Korpertemperatur zum Tode fiihrte.

Nach Ansicht der Serologen ist dieses furchtbare Gift ein hoch-
komplizierter IiiweiBkorper, also ein sogenanntes echtes bakterielles
Toxip.

Betrachtet man die hervorragenden Arbeiten von Abderhalden?)
iiber die Verdauung von Eiweifl im Darm, so ergibt sich — wie
Abderbalden des ofteren wiederholt —, dafl die Aminosiiuren im
Mittelpunkt des EiweiB-Stoffwechsels stehen, ja dieser eigentlich richtiger
als Aminosiduren-Stofiwechsel zu bezeichnen wiire.

Schon aus diesem Grunde ist die Wahrscheinlichkeit gering, dafl
hochkomplizierte Eiweiflverbindungen des Choleravibrio unabgebaut
die Darmwand passieren und in die Blutbahn gelangen konnten.

Vom Standpunkt des Chemikers ist es viel naheliegender, daB
Abbauprodukte der Vibriozelle die Giftwirkung verursachen; diese
Annahme wird auch experimentell durch die Arbeiten von L. Horo-
witz?) dadurch stark gestiitzt, dafl die toxischen Filtrate der auf
eiweififreiem Nibrboden gewachsenen Kulturen keiuve Biuretreaktion
gaben.

Um der Frage nach der chemischen Natur dieser Giite niher-
treten zu konoen, miissen wir zuniichst die primiren Produkte der
bakteriellen Titigkeit kennen lernen. Wir koonen uns hier allerdings
nur auf Anpalogieschliisse verlassen, da exakte chemische Unter-
suchungen bisher fehlen. Der Choleravibrio ist dem ebenfalls Brech-
durchfall erzeugenden Proteus vulgaris in vielen Beziehungen sehr
dhnlich.

A. Berthelot® hat in seinen »Untersuchungen iiber den als
Iudol-Erzeuger geltenden Proteus vulgaris« angefiihrt, dafl er in 37 ver-
schiedenen Arten von Proteus vulguris Hauser Indol-3-essigsiure
nachweisen konnte, die hochstwahrscheinlich iber das Indol-iithylamin
gebildet wird. Indol-essigsiiure scheidet sich nimlich im Harn aus, wie
Versuche von A. J. Ewins und Mitarbeiter ergeben haben, wenn
Indol-dthylamin entweder Hunden per os eingegeben wird, oder wenn
man dieses Amin durch die Leber leitet?).

Es ist dies aber nicht die einzige Art der Aminbildung; es kann
auch durch Reduktion und Abspaltung von Ameisensiure das der
Aminosiure entsprechende Amin gebildet werden:

R.CH.NH: +2H = R.CH..NH: + H.COOH.

COOH Amin Ameisensiiure

1) Lehrbuch fiir physiol. Chem. 1914, III. Aufl. (Urban und Schwar-
zenberg). ’

%) Zeitschr. Immunitit 19, 44. 9 C. r. 136, 641 (C. 1913, [, 1448).

) Biochemical Journ. €, 141 [1911].
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Eine derartige Bildung von Aminen im Cholera-vibrio-Stoffwechsel
ist sogar sehr naheliegend, da durch den starken oxydativen Abbau
von Kohlehydraten oder kohlehydrat-ahnlichen Gruppen des Eiweil-
molekiils Wasserstoff gebildet wird, welcher auch gleichzeitig die in
dem Kulturmedium anwesenden Nitrate reduziert.

Aminbildung ist in Bakterienkulturen itberhaupt mehrfach be-
obachtet worden, so erinnere ich nur an das in der Darmschleimhaut
nachgewiesene $-Imidazolyl-dthylamin!), welches, wie A. Berthelot?)
gezeigt hat, durch den Bacillus aminophilus aus Histidin gebildet wird.

Auch hier sind die Entstehungsbedingungen gleich denen bei
Cholera, indem die Gegenwart von Siuren die Bildung des Amins
verhindern oder doch sehr zuriickdriangen.

Dieser Bacillus erzeugt aus Tryptophan Indol-ithylamin. Es ist
iberbaupt anzunehmen, dal die Wirkung solcher aminbildender Bak-
terien sich nicht nur auf einzelne, ausgewihlte Aminosiuren beschrinkt,
sondern dal} diese bakterielle Titigkeit alle im Abbaugemisch vor-
handenen Aminosiuren in gleicher Weise angreift. Es ist eine Tat-
sache, dafl der Choleravibrio ein starker Indolbildner ist und sich be-
sonders durch Raschheit der Bildung dieses Stoffwechselproduktes von
anderen Indolbildnern, wie z. B. Coli, auszeichnet. Dadurch wird offen
dargelegt, daf} im bakteriellen Eiweiflabbau des Kommabacillus speziell
der Tryptophan-Stoifwechsel eine Rolle spielt. Neben dieser
Eigenschaft ist noch eine andere beim Cholerabacillus hervorstechend,
das ist die Nitritbildung.

Die experimentellen bakteriologischen Arbeiten begann ich vor
dem Kriege mit Pseudomonas europae und dem Nitrokokkus, das heil3t
Bakterien, welche imstande sind, Ammoniak zu salpetriger Siure zu
oxydieren.

Es wurde dabei der Zweck verfolgt, die Zwischenstufe NOH,
also die Stickstoffsdure oder das Nitroxyl zu fassen. Dal diese Ver-
bindung, die ich friiher bei Lichtreduktionen von Nitraten und Nitriten
erhielt®), hier entstehen wiirde, ist aus verschiedenen (Griinden sehr
naheliegend.

So erzeugen z. B. jene Bakterien, welche Nitrate abbauen, ein
Girungsgas, welches in der Zusammensetzung dem Gase, welches
beim lichtchemischen Zerfall von Nitraten in Gegenwart von Aldehyden
entsteht!), apalog zusammengesetzt ist. Aus einer Bouillon-Gurten-
erde-Kultur entwickelt sich ein Gasstrom mit mehr als 80 %, Stick-

1) Journ. of Physiol. 41, 499; 45, 53 [1912). 2) C. 1912, 11, 858. 3) L c.
%) Siehe meine zitierten Arbeiten iiber Nitrat- und Nitritassimilation.
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oxydul, so dal} sich ein glibender Span darin entziindet. Eine Rein-
kultur von B. pyocyaneus ergibt bei 37° ein Gérungsgas mit
65—172 %, N2O. Neben dem Stickoxydul bildet sich auch immer
etwas Stickstoff und ferner kann mar geringe Mengen Stickoxyd,
NO sowohl bei dem Garungsgas als auch beim »Lichtgas« nachweisen?).

Auflerdem entstehen aber bei beiden chemischen Prozessen, d. h.
bei der phytochemischen Gasbildung in Bakterienkulturen und bei
der photochemischen Reduktion der Nitrate in Gegenwart von Al-
koholen oder Aldebyden Spuren Blausiiure, die mit dem Schén-
beinschen Reagens oder mit dem Natriumpikrat-Papier nachgewiesen
werden konnpen.

Nachdem bei dem photochemischen Abbau sowohl das gebildete
Stickoxydul als auch das Stickoxyd mit ziemlicher Sicherheit nur
durch Zerfall der intermediir gebildeten Stickstoffsiure entstehen
kinnen:

2 NOH = N.O + H:0 NOH = NO + I,
so ist es naheliegend, das Gleiche bei dem phytochemischen Abbau
der Nitrate durch Bakterien anzunehmen.

Ebenso ist es mit der Bildung der Blausiure. Bei dem photo-
chemischen Abbau der Nitrate im Licht in Gegenwart von Aldehyden
oder Alkoholen entstehen Aldoxime, die ja bekanntlich bei Oxyda-
tionsvorgingen leicht in die entsprechenden Nitrile zerfallen konnen.

So entsteht z. B. aus Formaldoxim Blausiure. Aus diesem
Grunde war es nabeliegend, unter den fliichtigen Produkten von
Bodenbakterien-Kulturen sowohl nach Aldoximen als auch nach Blau-
sdure und héheren Nitrilen zu fahnden.

Die Aldoxime kénnten in Bodenbakterien-Kulturen durch Oxyda-
tion der primér gebildeten Amine entstehen. Auf rein chemischem
Wege sind derartige Oxydationen in vielen schdnen Arbeiten von
Bamberger und seinen Schillern? ausgefiilhrt worden. Daneben
diirften aber auch Synthesen von Aldoximen aus Aldehyden und
Hydroxylamin stattfinden, was mit der intensiveren Giftwirkung ni-
trat-baltiger Peptonwasser-Kulturen im engen Zusammenbang stiinde.

Die experimentellen Arbeiten zur Priifung dieser Verhiltnisse
waren eben im Entstehen, als sie durch den Krieg abgebrochen
werden muBten. Spiter hatte ich jedoch Gelegenheit, bakteriologische
Stuhluntersuchungen zu machen, und ich konnte mich deshalb mit
dem Bodenbacterium Cholera intensiver beschiiftigen.

1) Siene eine spitere Mitteilung dber die Bedeutung des Maguesiums bei

lichtchemischen Prozessen.
2) B. 33, 4299 [1902].
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Die Cholera-Vibrionen sind typische Nitritbildner und
zwar wird die salpetrige Sdure durch den Lebensprozef
des Cholera-Vibrio sowohl durch Reduktion gleichzeitig
anwesender Nitrate erzeugt, wie auch umgekehrt im Stoff-
wechsel dieses sauerstoffbediirftigen Bacteriums salpetrige
Siiure aus Eiweillaminstickstoff durech Oxydation entsteht,

Diese Verhiltnisse sind in der bakterivlogischen Literatur oft
erwihnt uud oft bestritten; ich méchte die oben erwiihnte Tatsache
hier festlegen, da meine sorgliltigen Versuche mich einwandfrei zu
diesem Resultate fiihrten.

Gegenwart von Nitraten sind wuflerovdentlich vorteilhaft fir den
Lebensproze3 des Choleravibrio, und es wachsen die Bakterien in
einer mit Kaliumecarbonat schwach alkalisierten, etwas nitrathaltigen
Peptonlosung am besten und bilden am raschesten Aminosiiuren und
oxydative Abbanprodukte derselben. Der Diinndarm des Menschen
ist somit besonders nach wnitrathaltiger Kost ein  aullerordentlich
giostiger Nihrboden fiir die Choleravibrionen.

Da der Choleravibrio, wie schon frither erwihnt wurde, gewéhn-
lich auch sehr rasch aus dem Tryptophanrest Indol bildet und durch
die Zugabe vou Mineralsiiure zu einer Cholerapeptonkultur eine rote
Farbung, die sogenannte »Cholerarot-Reaktion')« entsteht, so spielte
diese als Nitrosoindol erkannte Rotfiirbung in der IMagnostik frither
eine bedeutende Rolle. Man kennt ja heute eine grolle Anzahbl Indol-
bildender Bakterien, und die meisten von diesen konnen auch Nitrate
zu Nitriten reduzieren. Beides tut ja auch unser Viir gewdhnlich
harmloser Drarmbewohner, Bacterium Coli.

fmmerhin ist es ganz auffallend;, wie raseh — bhesonders von
frischen aus dem Darme von Choleraleichen geziichteten Vibrionen —
Pepton in dewr Sinne gespalten wird, dall sowohl Nitrit als auch Indol
im Verlaufe von wenig Stunden sich bildet. Viele Versuche mit ver-
schiedenen Cholerastimmen neben den gewdhnlichen Coli-Bakterien
und anderen Indol- und Nitrithildvern lielen mich diese Verhiltnisse
genau kennen lernen.

Der Choleravibrio ist somit sowohl fiir das Studium des Nitrat-
zerfalles als auch des oxydativen Aufbaues der Salpetersiure aus
Ammoniak und Aniinen sehr geeignet.

luwiefern schon von jeher die starke Nitritbildung beim Cholera-
vibrio den Forschern auffiel, beweisen uns die von Pettenkofer?)
und seinen Schiilern ausgefiihrten zahlreichen Arbeiten, welche dartun,

") 7. I Bakt.,, L Org. Bd. 40, 129; 50, 433.

%) Fmmerich: Max Pettenkoters Bodenlehre der Cholera, 1910,
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dall die Cholera eine Salpetrigsiiure-Vergiftung des menschlichen Or-
ganismus bewirkt. Kmmerich, der eifrigste Verfechter dieser Theorie,
konnte in der Tat sowohl im Diinndarmschleim voun Choleraleichen
als auch im Harn von Cholerakranken salpetrige Siure mit dem
Grielischen Reagens einwandirei nachweisen.

Fiir meinve experimentellen Studien war zuniichst die Feststellung
der oxydativen Bildung von salpetriger Siure aus Aminstickstoff von
Wichtigkeit.

Das gelang gavz einfach, indem man absolut nitrat- und nitrit-
ireie Peptonwasserkulturen oder auch rein anorganische Nilhrsubstrare
mit Cholera impfte und dann entweder durch Abdestillieren im Destillat
oder auch direkt in der Kultur die salpetrige Siure mit m-Phenylen-
diamin oder Benzidin nachwies.

Bei den Destillationsversuchen ergaben sich zuniichst eigene Er-
scheinungen. Wurde eine schwach Natronlauge alkalische Cholera-
peptonkultur sorgfiltis nach der Methode von Abderhalden’) im
Vakuum destilliert, so zeigte das nach Indol und Ammoniak riechende
Destillat auf Zusatz von verdiinnten Mineralsiuren eine Rotlirbung,
die manchmal aullerordentlich intersiv war. Dieses Filtrat gab mit
Beunzidin oder m-IPhenylendiamin, ferner auch mit Jodzink-Stiirke keine
teaktiou auf salpetrige Sinre, sondern es entstand immer die gleiche
Rotfarbung auf Zusatz von Siure. Irst als dureh Sechiitteln mit
reinstem Chloroform das Indol entfernt worden war, gab das wilirige
Filtrat alle Salpetrigsiure-Reaktionen intensiv. s war also aus der
deutlich natron-alkalisch reagierenden Pepton-Cholerakultur salpetrige
Siure in verhiltnismillig grofler Menge entwichien. Da aber auch
gleichzeitiz Ammoniak in der Cholerakultur gebildet wird und vor-
handenes  Ammoniumnitrit  durch  Dissoziation  dampfiliichtig  sein
konnte, so wurde eine frische, nitrathaltige Pepton-Cholerakultur in
zwel Teile geteilt und der eine Teil mit normaler Natronlauge in
groBem Uberschufl versetzt und im Vakuum destilliert. Das Destillat
enthielt nun zwar bedeutend weniger, aber immer noch deutlich nach-
weisbar salpetrige Siure und zwar vicht nur in der ersten Vorlage,
sondern meistens auch in der zweiten, mit wenig destilliertem Wasser
versehenen Saugflasche. Der zweite Teil, zu welchem nicht extra
Natronlauge gegeben wurde, der aber auch deutlich alkalisch reagierte,
enthielt im Destillat in der ersten Vorlage reicblich salpetrige Siure.
Dagegen war in der zweiten Vorlage keine Nitrosoindol-Reaktion nach-
weishar.

') Siehe experimenteller Teil.
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Diese Erscheinung ist ganz auffallend und beweist, da} aus einer
Cholerakultur fliichtiges Stickoxyd NO herausdestilliert ist, welches in
der Vorlage zu salpetriger Siure oxydiert wurde. DaB aus einer
patron-alkalischen Ldsung Stickoxyd peben Ammoniak abgespalten

werden kano, habe ich — um ein Beispiel zu geben — seinerzeit
NO.ONa
beim Angelisalz \EJ/O gezeigt?).
NSNa
Wir miissen also annehmen, dall in einer Cholera-Pep-

tonkultur die Stickstoffsiure = N{Q ebildet wird, die aber
]

sehr rasch in NO uud H bezw. Ammoniak zerfillt.

Salpetrige Siiure koonte aus der stark patron-alkalischen Cholera-
peptonkultur unmdoglich entweichen. Ich habe mich zum UberfluB
mit Blindversuchen, die Pepton und Natriumnitrit in verschiedener
Menge enthielten, tberzeugt.

Nachdem auf diesem indirekten Wege die Biidung der Stickstoff-
siiure erbracht wurde, so war es nabeliegend, anzunehmen, daf} in
einer Cholerapeptonkultur auch unter den flichtigen Produkten Al-
doxime oder deren Spaltungsprodukte (Blausiure oder Nitrile) vor-
handen sein kénnten.

Es wurden npun bei der Vakuumdestillation 4 Saugflaschen vor-
geschaltet und wenig destilliertes Wasser in dieselben gegeben. In
der der Pumpe anschlieBenden Saugflasche zeigte sich sebr oft, aber
nicht immer, folgende Reaktion: Auf Zusatz von einer wilrigen In-
dollosung zu dem vorgeschalteten Wasser und nachherigem Ansiuern
mit Mineralsiiure trat zuerst eine mehr oder weniger starke violett-
stichige Rotung und daonn eipe deutliche Tritbung auf. Siurezusatz zu
einer wiiflrigen Indollésung gibt tiberhaupt keine Reaktion. Empfind-
liche Reaktionen auf Formaldebyd oder Acetaldehyd?) in dem Destil-
lat blieben negativ. Nur in einigen Fillen konnte Acetaldehyd mit
Sicherheit nachgewiesen werden.

Es ergab sich nach vielen sorgliltigen Versuchen, dall die Ald-
oxime mit Indol diese oben angegebene Reaktion zeigen.

Reines Form- oder Acetaldoxim gibt beim Stehen mit Indol und
verdiinnten Mineralsiuren nach und nach eine Triibung, aber keine
Spur einer Rétung. (Bildung von Aldehyd, der mit dem Indol in
diesem Sinne reagiert.) Wenn man aber vorher die Aldoximlésung
mit nitritfreiem Ammoniak alkalisiert, eine Zeitlang stehen lilit und

1y B, 46, 115 [1913].
?) Emplindliche Reaktion auf Acetaldehyd s. H. 83, 105.
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dann Indol und Mineralsiure zugibt, so entsteht je nach der Dauer
der Einwirkung des Ammoniaks eine mehr oder minder stark violett-
stichige Rotfirbung und dann nach und nach Tribung?).

Diese Reaktiop ist fiir aliphatische Aldoxime aullerordentlich
charakteristisch und emplindlich. Thr Wesen wird in der nichsten
Abhaondlung noch genauer ausgefiibrt werden.

Diese Reaktion trat &fters — nicht immer — im destillierten
Wasser des letzten Saugkolbens auf; sle weist darauf hin, dall in
einer Cholerapeptonkultur auBerordentlich fliichtige Aldoxime gebildet
werden. Ob Form- oder Acetaldoxim in der Vorlage oder beide neben
einander entstanden sind, sollen weitere Versuche unterscheiden. Die
Produkte zu fassen, stoft aul groBe Schwierigkeiten, weil die Al-
doxime im Vakuum sn aullerordentlich flichtig sind und gewohnliche
Destillation zu keinem Resultat fihrte. Wird dagegen die Cholera-
peptonkultur neutralisiert bezw. ganz schwach orgapisch sauer oder
mineralsauer gemacht und dann wieder einige Zeit im Brutschrank
bei 37° belassen, so gelingt es mit Hilfe des Schénbeinschen Rea-
gens und mit Hilfe von Pikrinnatrium-Papier®), in der durch die Kultur
hindurchgeblasenen Luft Blausiure nachzuweisen, die héchstwahr-
scheinlich, wie anfangs erwihnt wurde, aus dem Formaldoxim gebildet
wird.

AuBer den hier angegebenen experimentellen Befunden weist noch
eine andere Beobachtuug darauf hin, daB in einer Cholerapeptonkultur
neben salpetriger Saure einfache Kohlenstoff-Stickstofi-Sauerstoff-Ver-
bindungen gebildet werden.

Viele Versucbe mit Cholerapeptonkulturen lieBen auch mich er-
keunen, dall ein Zusatz von Natrium- oder Kaliumcarbonat zu der
Nahrlosung und ein gewisser geringer Prozentsatz Nitrat, die Cholera-
rot-Reaktion besonders schin und intensiv erscheinen lifit. Man be-
kommt oft tiefviolette Losungen durch Zusatz von méflig konzen-
trierter Salzsiure zu den Peptonkulturflissigkeiten, welche 24 bis
48 Stunden im Brutschrank standen. Diese tiefvioletten Farbuugen
halten sich, wie ich mich iiberzeugt habe, Tage und Wochen lang.

Versuche mit Witte- Peptonlésung und -verschiedenen Nitritmen-
gen ergeben nie eine derartige tiefviolette, haltbare Farbung, und es ist
zweifellos, da neben der gewdihnlichen Nitrosoindolbildung noch an-
dere weinrote bis violette Farbstoffe nach dem Ansiiuern der Cholera-
peptonkultur entstehen, die kein Nitrosoindol darstellen. Der Lésung

) Uber den Mechanismus der Reaktion s. Uber Nitrat- und Nitrit-Assi-
milation. IX, S. 11761t.
2) . 1908, 1, 975.
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXXIX. 71
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dieser Frage kam ich niaher, als ich das Verhalten des Nitromethans
und der Aldoxime gegen Indol studierte?).

Ich habe friiher iiber eine neue Indolreaktion mit Nitromethan
berichtet. s entstehen hier, wie ich in der nichsten Abhandlung
niher ausfiihren will, zweifellos sowohl mit Nitromethan als auch mit
Aldoximen Indylmethanfarbstoffe, die je nachdem ein, zwei oder drei
Indylreste in das Methanmolekiil eintreten und sich mit ein, zwei
oder drei Siuremolekiilen zu Salzen binden, verschiedene Nuancen
zeigen.

Auf welchem Wege diese Indylmethanfarbstoffe sich in einer
Cholerakultur bilden, 148t sich vor der Hand noch nicht sicher ent-
scheiden, da sowohl eine Bildung ilber den Indolaldehyd als auch
eine solche iber Indol und Nitromethan bezw. Aldoxim méglich ist.
Auf jeden Fall wird man die Anschauung, daBl die Cholerarot-Reaktion
ausschliefllich auf einer Nitrosoindolbildung beruht, indern miissen.
Nitrit gibt nur in auflerordentlich starker Verdiinnung mit wilriger
Indollésung eine violettstichige rote Farbung, die gegen Siure nicht
sehr bestindig ist. Nimmt man konzentrierte Nitritlosungen, so ist
der Farbenton rein orange. Viele Forscher, die sich mit der Cholera-
rot-Reaktion beschiftigt haben, geben eine mehr oder minder stark ins
Violette gehende Rotfarbung an, die in der stark sauren Losung sehr
bestindig ist.

Dafl amerikanische Forscher Blausiure beim B. pyocyaneus?)
und bei andern Bodenbakterien nachgewiesen haben, fand ich erst nach
Abscblufl meiner experimentellen Befunde beim Zusammenschreiben
dieser Arbeit. Ob eine Entstehung von Blausiure im Diinndarm des
Cholerakranken, dessen Schleimhaut, wie Emmerich nachwies, durch
freie salpetrige Siure und durch gebildete organische Sduren sauer
reagiert, von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Choleravergiftung
ist, laft sich zunichst noch nicht bejahend beantworten. Immerhin
gibt die Entstehung von so giftigen fliichtigen Substanzen, wie Stick-
oxyd, Aldoxime, Blausiure und héchstwahrscheinlich auch Ni-
trile, eine Erklirung, warum — wie Ruata?® nachwies -— eine in
einem offenen Gefil} erhitzte Cholerapeptonkultur schon bei 100° ibre
Giftigkeit verliert, wihrend, wenn sie im geschlossenen Gefdfl auf
120° erhitzt wird, ihre Giftigkeit beibehdlt. Ruata erhielt auch in-
tensive Giftwirkungen bei Meerschweinchen mit Cholerapeptonkultur-

1) Siehe die folgende Abhandlung: »Uber Nitrat- und Nitrit-Assimila-
tion. IX.

%) B.J. Clawson u. C. C. Young, Journ. of Biol. Chem. 15, 419—422.

3) Zentr. f. Bakt. u. Paras.



Destillaten, konnté jedoch in diesen auBler Ammoniak keine toxische
Substanz finden. In neuester Zeit wurde von L. Horowitz nachge-
wiesen, dafl die Filtrate der in eiweiflfreien Ndhrmedien geziichteten
Choleravibrionen bei Meerschweinchen eine Erkrankung hervorrufen,
die ganz idhnlich der durch tote Choleravibrioven bedingten ist.
Ferner zeigte L. Horowitz?'), daB solche toxischen Filtrate keine
Biuretreaktion geben, somit nicht eiweillartiger Natur sind, sondern
vielmehr Abbauprodukte der Vibriozelle darstellen miissen. Weitere
Untersuchungen werden, speziell die Frage beriicksichtigen, inwieweit
phytochemische Oxydationen von Aminstickstolf in der Pathologie
der Infektionskrankheiten von Bedeutung sein konnen.

Experimenteller Teil

Zum Impfen der Nahrlosungen verwendete ich frische Cholerakulturen,
die mir in liebenswiirdiger Weise von Hrn. Professor Kiister vom Hygieni-
schen Institut und von Hrn. Professor Dr. E. Frinkel vom Eppendorfer
Krankenbaus zur Verfiigung gestellt wurden, wofiir ich hier nochmals bestens
danke.

Als Nahrlésung wurde 19/y Peptonwasser, welches 0.59, NaCl und aut
100 cem 2 cem */;-NaOH enthielt, angewandt, dem wechselnde Mengen K; CO;3
und KNOj; zugesetzt wurden.

Dabei wendete ich folgende einfache Methode an:

Die Peptonlosung wurde im Reagensglas sterilisiert und erst kurz vor
dem Gebrauch das KN Oz und K3CO; mittels Capillaren hinzugegeben. Da-
bei wurde folgendermaBen verfahren. In die sterile wibrige Stammldsuug
von 4 g KNO;z und 1 g K300; in 100 ccm destilliertem Wasser wurden
feine, gleichmiiflig dicke (Schmelzpunktsrohrchen) Capillaren, die man vorher
einige Male durch die ¥lamme zieht, eingetaucht und hierauf in das Pepton-
rohrehen hincingeworfen. So konnte man je nach dem eine oder mehrere
Capillaren zugeben und ersparte dadurch die Verwendung steriler Pipetten
bezw. die Herstellung mehrerer Lésungen von verschiedenem K NOj;- und
K2 CO3-Gehalt.

Die Kulturen wurden in einen 370 warmen Brutschrank gebracht und
gewohnlich nach 48 oder nach zweimal 48 Stunden verarbeitet. Lingeres
Wachstum bietet keine Vorteile, es treten im Gegenteil dann oft listige
Nebenprodukte auf. Die Kulturen wurden nach der Methode von Abder-
halden destilliert, in der bekannten Weise, dall die Nihrlésung nur Tropfen
fiir Tropfen in dem evakuierten Kolben verdampfte, welcher in 75—80°
heiBes Wasser eintauchte. Der Kolben war mit einem langen Kiihler ver-
bunden, der in eine mit Eis gekiihlte Yorlage endigte. Zwischen dieser Vor-
lage und der Vakuum-Pumpe waren noch zwei Saugflasehen eingeschaltet, die
nur wenig destilliertes Wasser enthielten. Das klare Destillat roch bei den
Peptonwasserkulturen stets nach Indol, Ammoniak und Aminen. Verwendete
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man reines, absolut nitrat- und nitritireies Peptonwasser als Nihrflissigkeit,
so waren die in einem Peptonrohrchen gebildeten Nitritmengen duBerst gering.
Immerbin konnte man deutlich erschen, dafl dieses Nitrit nur auf oxydativem
Wege aus Aminen oder Ammoniak entstanden sein konnte.

Verwendete man drei Peptonrihrchen mit je drei Capillaren Stammlssung,
so bekam man im Destillat auf Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure oder
auch mit Phosphorsiiure beim Erwiirmen eine starke Cholerarot-Reaktion, ob-
wohl weder mit Jodzink-Stirke noch mit Griessschen Reagenzien eine Spur
salpetriger Siure nachzuweisen war.

Wurde jedoch das Destillat mit Chloroform, welches vorher auf salpetrige
Siure genau gepriift worden war, ausgezogen und dadurch das Indol entfernt,
so erhielt man deutlich die Reaktion auf salpetrige Siure mit Jodzink-Stirke.
Es war somit aus der alkalischen Cholerakultur in bedeutenden Mengen
salpetrige Siure iibergegangen, was nur in Form von Stickoxyd mdéglich
sein kann.

Wurde die Cholerakultur vor der Destillation mit normaler NaOH stark
alkalisch gemacht, so war in dem Destillat trotzdem salpetrige Siure nach-
zuweisen, und zwar oft noch in der zweiten Vorlageflasche.

In der Vorlageflasche an der Saugpumpe dagegen war salpetrige Siure
nicht mebr vorhanden, trotzdem gab diese wilrige Losung auf Zusatz von
Ammoniak und Indol zuerst eine schwache Rotfirbung und weille Trabuang.

Da von vornherein das Augenmerk auf Aldoxime verwandt wurde,
wurden Form- und Acetaldoxime auf ihre Reaktion mit Indol geprift und
in der Tat die gleiche Reaktion mit sehr verdiinnter Form- oder Acetal-
doximldsung gefunden.

Die Versuche sind sehr oft mit dem gleichen Resultat wiederholt worden;
immerhin wire s viel vorteilhafter, wenn man im Anschluf an ein Cholera-
spital mit ganz frischen stark virulenten Kulturen und mit viel groBeren
Mengen arbeiten kénnte, um die flichtigen Produkte in Substanz fassen zu
konnen.

Die Bildung der Blausiure oder Blausiure enthaltenden Verbindungen
konnte aus der alkalischen Cholerakultur niemals beobachtet werdeu. Erst
auf Zusatz von sehr wenig Milchsiure oder anch anorganischen Siuren, so
daB die Kultur zumindestens neutral oder schwach saner reagierte, entwich
nach und pach aus der im Brutschrank stehenden Kultur ein Gas, welches
die Schionbeinsche HCN-Reaktion gab und Natriumpikratpapiere rotete.

Austibrliche experimentclle Belege des bakteriologischen Teiles werden
spiiter an anderer Stelle gegeben werden.

Alle Mittel zu dieser Arbeit wurden mir in auBerordentlich
liebenswiirdiger Weise von Hrn. Dr. Oskar Troplowitz zur Ver-
fiigung gestellt, dem ich auch an dieser Stelle dafiir bestens danken
méchte. Ferner danke ich Hrn. Obermedizinalrat Prof. Dr. A. Nocht,
welcher die Giite hatte, mir im Bakteriologischen Laboratorium des
Tropeninstituts in Hamburg einen Arbeitsplatz zur Verfiigung zu stellen.



