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Ein einfaches Verfahren
zur Ziichtung der Tuberkelbazillen aus dem Sputum.

Von Privatdozent Dr. F. v. KovATs.

Vor nicht zu langer Zeit gehorte die Ziichtung der Tuberkel-
bazillen zu den kompliziertesten Untersuchungsverfahren. Dank des
grossen Fortschrittes auf diesem Gebiete bietet heute dieses Ver-
fahren keine besonderen Schwierigkeiten mehr. . '

Die grosse Bedeutung der Ziichtung der Tuberkelbazillen
fur die Klinik muss nicht erst besonders hervorgehoben werden.
Mit Hilfe der Ziichtung kann man nicht bloss im Sputum Bazillen
auch dann nachweisen, wenn diese im Strichprdparat nicht zu
finden sind, sondern es gelingt der Nachweis der Bazillen auch
in tuberkulosen Untersuchungsmaterial, wo dieser bisher mit dem
"Ausstrich allein in den wemgsten Féllen moglich war (Eiter,
Exsudat, Harn usw.)

Die Grundlagen der Zuchtungsverfahren sind die Vernichtung
der mischinfizierenden Bakterien — beim Sputum, auch. dessen
Losung — und die Ubertragung des gereinigten Matena]s auf
einen fiir Tuberkelbazillen elektiven N&hrboden.

Zur Zichtung der Tuberkelbazillen aus dem Sputum hat als
erster UHLENHUTsein Antiformin-Verfahren angegeben. Das bekannte
Verfahren gestaltet sich sehr einfach: Gleiche Mengen Sputums
und einer 5—30%c-igen Antiforminlosung werden gut vermengt,
nach einer Stunde Stehen kann der elektive (Eier-) Nahrboden
beschickt werden. Nach einer Modifikation soll es nicht notwendig
sein, das Antiformin-Sputum zu waschen und zu zenfrifugieren,
auch soll die Reinkultur auf unspezifischen Nadhrboden gelingen.
Das Antiformin-Verfahren hat den einen_ grossen Nachteil, dass
dabei die Vitalitat der Bazillen geschwicht wird. :

PETROFF lisst das Sputum mit 4%,-iger Natronlauge eine
Stunde im Thermostat stehen, nachher wird zentrifugiert, abge-
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gossen und der Riickstand ‘mit 10%-iger. Saizsdure neutralisiert.
Als Nahrboden wird ein Krystallviolett- Eierndhrboden verwendet.
Dieses Verfahren hat den grossen Vorteil, dass die Vitalitat der
Bazillen garnicht geschadigt wird. Die Kultivierung gelingt auch
nach 24 Stunden, was von keinem anderen der hier angefiihrten
Verfahren gesagt werden kann.

Nach LOWENSTEIN und SUMYOSHI wird das Sputum nicht
mit Lauge sondern mit Sdure — am besten hat sich Schwefelsdure
bewdhrt — mazeriert bzw. gewaschen, neutralisiert und dann damit
ein Eier-Ndhrboden oder ein peptonfreier Kartoffelndhrboden
beschickt.

Alle drei hier erwihnten Verfahren haben ihre Vor- und
Nachteile. Am empfindlichsten ist das Antiformin-Verfahrem; wenn

“die Uberimpfung hier nicht geniigend rasch erfolgt, kann es leicht
vorkommen, dass die Nihrboden steril bleiben. Am verlisslichsten
scheint noch das Verfahren PETROFF’s zu sein, wie dies auch
von SZABOKY bestitigt wurde. _

PETRAGNANI ldsst das Zentrifugieren fort, hélt sich aber sonst
an die Vorschriften PETROFF’s. Er verwendet- einen Malachitgriin-
Eier-Kartoffel-Nahrboden, dessen Herstellung zwar. kompliziert ist,
s. E. nach aber nicht umgangen werden kann, da sonst das
Malachitgriin seine Farbe verliert ' :

Untersuchungen, die ich mit DIRNER an dem pharmakologi-
schen Institut der Universitit in Szeged (Prof. Issekutz) iiber die-
Empfindlichkeit der Tuberkelbazillen gegen Farbstoffe vornahm,
geben der Ansicht PETRAGNANI’s recht. Es zeigte sich, dass die
sdurefesten Bazillen gegen Krystallviolett ziemlich empfindlich sind,
dass sie hingegen Malachitgriin am besten vertragen und dass

- mit diesem Farbstoff die -Entwicklung einer Mlschmfektlon am

ehesten zu verhindern ist.

© Zu erwihnen ist noch das neuerdings in Deutschland viel
verwendete Verfahren HOHN’s. Im Wesentlichen eine Modifikation
der LOWENSTEIN—SUMYOSHI’schen Methode.

Ein unangenehmer Teil jedes Verfahrens ist die Vorbereltung
des Sputums. Schon beim Sammeln wird das Gefiss leicht
beschmutzt; die Entnahme des Sputums, das Waschen, Zentrifu-
gieren usw. sind Vorgdnge, béi denen teils die Mischinfektion
des Sputums, teils die Laboratoriumsinfektion der mit dem Sputum
hantierenden Person zustandekommen kann.
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Um nun diesen Ubelstinden soweit als méglich aus dem
Wege zu gehen, wende ich ein einfaches Verfahren an, welches
ein reines und nicht umstidndliches Arbeiten ermoglicht:

1. In ein Reagensglas wird ein Glasréhrchen von der Dicke
einer Pasteurpipette eingefiihrt, so zwar dass es bis an den Grund
des Reagensglases reicht und dessen oberen Rand um 4 Querfinger
iibérragt. Dieses Rohrchen wird in der Hohe der Reagensglasoffnung
mit Watte umgeben, welche gleichzeitig als Stopfen fiir letzteres
dient, ebenso wird auch das freie Ende des Rohrchens mit Watte
verstopft. An dem unteren Ende des Rohrchens wird in der Hohe
von 4 cm. ein Zeichen eingekratzt. Die ganze Vornchtung (s. Fig. 1.)
wird trocken sterilisiert.

. 2. Unter sterilen Kautelen wird eine 4°/o -ige Natronlaugen-
losung angefertigt und in einen Glaskolben gebracht, durch dessen
Glasstopfen ein Glasrohrchen hindurchgefiihrt ist, welches an seinen
freien tnde mit Watte verschlossen ist. (Fig. 2.) Auf dieselbe Weise

wird auch. eine 10%c-ige Salzsdure-
losung mit einem entspr diinneren
" Glasrohrchen vorbereitet. Das untere
(im Glaskolben befindliche) Ende des
Glasrohrchens, welches in die Laugen-
losung reicht, wird auf ahnhche Art
wie das Rohrchen im Reagensglas mit
einem Zeichen versehen, bloss soli
dieses ungefihr um /3 hoher ange-
bracht werden. Bis zu diesen Zeichen
wird Natronlaugenldsung aufgesogen,
in ein’ reines Reagensglas gebracht und
mit der Salzsdureldsung bis zu schwach
saurer Reaktion titriert. Die von der
Salzsdure gebrauchte Menge wird an
dem Rohrchen des Salzsauregefasses
U L .| bezeichnet.
N’ ~—~ Das Anlegen einer Kultur gestaitet
sich nun folgendermassen: In das
sub. 1. beschriebene Reagensglas wird die notige Menge Natron-
lauge "(bis zum Zeichen des Rohrchens im Laugengefdss) ge-
bracht. Mit dem sub 1. beschriebenen Glasrohrchen wird aus
- dem Sputumgefdss bis zum Zeichen Sputum aufgesogen. Nun wird
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das Sputum enthaltende Rohrchen in das Reagensglas gefiihrt,
wobei darauf zu achten ist, dass die Wéande des Reagensglases
nicht beschmutzt werden, dann wird durch Saug- und Spritz-
bewegungen Sputum und Natronlauge gut vermengt. Sowohl das
Aufsaugen des Sputums als auch dessen Vermengen mit der Lauge
geschieht mit Hilfe eines kleinen Gummiballons oder einer Spritze,
die an das freie Ende des Rohrchens angebracht sind. Das Sputum,
welches nach Vermengen mit der Natronlaugenlésung sehr rasch
homogen wird, bleibt nachher noch /2 Stunde bei Zimmertemperatur
stehen. Hierauf wird das Rohrchen mit Hilfe des Wattestopfens
aus dem Reagensglas etwas herausgehoben und die zur Neutrali- -
sierung notwendige Salzsdure in das Reagenglas gebracht. Anfangs
ist es vorteilhaft die nun entstandene Reaktion nochmals nachzu-
priifen, da das Sputum diese nicht selten beeinflusst. Nach der
" Neutralisierung wird das ganze Material nochmals griindlich ver-
mengt und auf folgenden Nihrboden verimpft: »

' Fiinf ganze Eier werden vermengt und durch ein Drahtsieb
gesiebt. Nachher werden diese mit 150 g Sauton-Bouillon, 7 cm?®
Glyzerin und 10—15 cm?® 2%-iger wisseriger Malachitgriinldsung
griindlich vermischt. Diese Mischung wird in Reagensgldser verteilt '
und an drei aufeinander folgenden Tagen bei 85,80 und 75° schrage
aufgestellt sterilisiert. Die Sauton-Bouillon besteht aus: Asparagin
4,0, Glyzerin 60,0, Acid. citric. 2,0, Bikal. phosph. 0,5, Magnes.
sulf. 0,5, Ammon. ferr. citric 0,05 auf 1000 Wasser. Diese Mischung
wird mittels Ammoniak auf eine py von 7,2 eingestellt.

Dieser — bloss auf den - ersten Blick etwas kompliziert
erscheinende — Néhrboden hat sich zur Ziichtung der Tuberkel-
bazillen bestens bewahrt, '

Es hat sich als vorleilhaft erwiesen 4—5 Rohrchen mit
Untersuchungsmaterial zu.beschicken, je ca. 0,5 cm® per Rohrchen.
. Die Reagensrohrchen werden mit ‘einer fein durchstochenen
Parafinscheibe verschlossen und im Thermostat in schriger Lage
aufbewahrt. " Sie sollen in der ersten Woche womoglich nicht
gewendet werden. Die Kulturen gehen meist am Ende der zweiten
Woche auf.

Das hier beschriebene Verfahren hat sich sowohl zur Zuchtung
der Tuberkelbazillen zu rein diagnostischen Zwecken als auch zum
Zwecke wissenschaftlicher Forschung bestens bewihrt.



