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Mycobakterien sind in der Natur weitverbreitet. Die grofite Bedeutung
dieser siiurefesten Stiibchen als Krankheitserreger bei Menschen und
warmbliitigen Tieren haben das Mycobacterium tuberculosis mit seinen
humanen und bovinen Varianten und das Mycobacterium asvium erlangt.
Auch Tiir Kaltbliiter pathogene Mycobakterien wurden schon friihzeitig
festgestellt. AuBerdem sind noch eine ganze Reihe Mycobakterien bekannt,
die als apathogene Saprophyten angesehen werden.

Nachdem feststeht, dafi die beim Menschen durech bovine Tuberkulose-
bakterien hervorgerufenen Tuberkuloseerkrankungen in, ithren verschie-
denen Formen klinisch oder réntgenologisch genau so verlaufen wie die
durch den humanen Typus verursachten Fiillle, kann man im Einzelfall
nur durch die Bestimmung des Typus annithernd feststellen, ob die be-
treffenden Erkrankungen bovinen oder humanen Ursprungs sind. Neben
der Notwendigkeit der Typendifferenzierung im Hinblick auf die An-
erkennung tuberkuldser infektionen des Menschen als Berufserkrankung
ist die Ermittlung der Typenzugehérigkeit siurefester Stibchen auch fiir
die Verfolgung von Infektketten bei Reinfektionen und fiir die Bestimmung
der Artzugehérigkeit von Bakterienstiimmen fiir alle wissenschaftlichen
Arbeiten erforderlich.

Gegenwiirtig konnen die verschiedenen Mycobakterien-Typen weder
durch morphologische noch durch serologische Methoden mit Sicherheit
voneinander abgegrenzt werden. Auch alle Bemiihungen, eine typen-
spezifische Hautreaktion zu finden, sind gescheitert. Die Differenzierung
gelingt lediglich auf Grund kultureller Merkmale und der
Pathogenitit. In neuerer Zeit ist aber auch mehrfach iiber che -
mische Untersuchungen berichtet worden, die sich auf die
Stoffwechseleigenschaften der Mycobakterien bezichen. Zwei solcher
Verfshren — die Neutralrotreaktion und der Niacintest — haben typen-
diagnostische Bedeutung erlangt und konnen im Routinebetrieb durch-
gefiihrt werden. Man verwendet fiir ihre Ausfiihrung auf festen Ober-
flichenniihrboden geziichtete Keime und kann mit ihrer Hilfe die apatho-
genen Mycobakterien mit relativ grofer VerliBlichkeit von virulenten
Arten abgrenzen bzw. die Diagnose des humanen Typus weiter unter-
mauern. Uber die technische Ausfithrung beider Methoden wird daher im
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Anschlufl an die Schilderung der typenspezifischen kalturellen Merkmale
der Mycobakterien berichtet.

Die von GRIFFITH (1) aulfgestellten Grundsiitze der Typendifferen-
zierung gelten bei der Erstkultur auf den Niihrboden von LOWEN-
STEIN, HOHN und PETRAGNANI noch heute in folgender Form:

1. Mycobacterium tuberculosis var. hominis (Typus humanus): Erste
Kolonien durchschnittlich nach 2 bis 3 Wochen sichtbar. Uppiges
(eugonisches), mehr oder weniger trockenes, kriimeliges oder blumen-
kohlartiges, gelbliches Wachstum. Altere Kolonien zeigen einen -
briiunlichgelben Farbton. Die Stimme wachsen auf glyzerinhaltigen
Niihrbéden besser als auf glyzerinfreien.

2. Mycobacterium tuberculosis var. bopts (Typus bovinus): Erste Kolonien
durchschnittlich nach 4 bis 8 Wochen sichtbar. Weiterhin spiir-
liches, langsames (dysgonisches), feuchtglinzendes, weiles oder
hellgelbes Wachstum. Die Kolonien bleiben weill oder hellgelb. Die
grofle Mehrzahl der Stimme wiichst in der Erstkultur auf glyzerin-
haltigen Niithrboden schlechter als auf glyzerinfreien.

3. Muycobacterium apium. (Typus gallinaceus): Erste Kolonien durch-
schnittlich nach 2 bis 3 Wochen sichtbar. Weiterhin gutes (eugo-
nisches), stark feuchtglinzendes Wachstum. Einzelkolonien kugelig.
Die Kulturen nehmen oft einen briiunlichgelben Farbton an. In
alten Kulturen hiufig Ringbildung. Glyzerinhaltige Nihrbéden
werden bevorzugt.

Auf Grund der Arbeiten von KOSSEL, WEBER und HEUSS in
Deuntschland (2), von GRIFFITH in England (3) und von Theobald
SMITH (4), PARK und KRUMWIEDE in den USA (5) wird zur Differen-
zierung der beiden Siugetiertyvpen des Tuberkuloseerregers die Kanin -
chenpathogenitiit, die nur dem Typus bovinus eigen ist, als
Unterscheidungsmerkmal beider Typen herangezogen. In den letzten
Jahren wiesen BELLER (6) und MITSCHERLICH (7) daraaf hin, daf
der Kaninchenversuch nicht immer eindeutige und vereinzelt sogar falsche
Ergebnisse liefert. BRAUN (8) warnte in seiner 1937 erschienenen Mono-
graphie davor, nur die Ergebnisse der Tierversuche fiir die Typen-
bestimmung zu verwenden. Er fiithrt aus: ,,Das kulturelle Verhalten ist
fiir die Typisierung wichtiger ais die Virulenzpriifung. Wenn man sich
auf diese ohne Bezugnahme auf das kulturelle Verhalten verlieRe, wiirden
Irrtitmer vorkommen.” Ein Grund f[iir diese Unsicherheit ist in der
individuell unterschiedlichen Resistenz der Kaninchen gegeniiber dem
bovinen Typus zu schen. Um diese Unsicherheit auszuschalten, miifiten
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fiir die Typenbestimmung im Tierversuch Kaninchen zur Verfiigung
stehen, die gegeniiber bovinen Tuberkulosebakterien die gleiche Resistenz
besitzen. Diese Forderung ist unerfiilllbar. Die Kombination
von kultureller Ziichtung und Tierversuech ist
daher Voraussetzung fir jede Typendifferen-
zierung auf wissenschaftlich exakter Grundlage.
Die schon lange bewihrten kulturellen Verfahren von GRIFFITH (1, 3),
JENSEN (9), WOLTERS und DEHMEL (10), mit denen eine Typen-
bestimmung relativ schnell und sicher durchgefithrt werden kann, erfuhren
durch den von WAGENER und MITSCHERLICH (11) geschaffenen
Bromkresolpurpur-Eiernihrboden eine wertvolle Bereicherung. Dieser
Niihrboden bedeutet insofern einen Fortschritt, weil er nicht nur die
kulturmorphologischen Unterschiede der beiden Siugetiertypen erfalit,
sondern auch gleichzeitig eine ernihrungsphysiologische Eigenschaft als
Unterscheidungsmerkmal benutzt. Diese besteht darin, dafl Glyzerin
unter Siurebildung vom Typus humanus besser verwendet wird als vom
T'ypus bovinus. Der Nihrboden enthilt als Indikator den Farbstoff
Bromkresolpurpur, der im alkalischen Milieu violett und im sauren Be-
reich gelblichgriin reagiert. Die Stickstoffquellen sind mengenmiflig so
abgestimmt, daf} sie gerade ein optimales Wachstum gewiihrleisten. Sind
diese Stuickstoffvorriite verbraucht, so hort die Bildung von Ammoniak
auf, wodurch die Siuren bisher neutralisiert wurden. Da das Glyzerin
aber noch weiter gespalten wird, entstehen auch weiterhin Siuren, die
sehr bald die Pufferkapazitit des Mediums erschopfen. Auf diese Weise
bewirkt der Typus humanus aufl diesem Niihrboden einen IParbumschlag
von Violett nach einem lehmfarbigen Gelh, wihrend Kulturen des Typus
bovinus, die das Glyzerin nicht so aktiv angreifen koénnen, die violette
Farbe des Nithrbodens nicht bzw. kaum verindern. Die von Theobald
SMITH (12) gemachte Beobachtung, dafy Glyzerinbouillonkulturen boviner
Tuberkuloseerreger alkalisch, solche humaner Stimme sauer reagieren,
fand hierbei eine sinnvolle praktische Anwendung. Der Typus humanus
wiichst auf dem Bromkresolpurpur-Niihrboden in einem erhabenen Rasen,
aus dem sich Wiirzehen erheben. Wenn der Rasen sich bis zum Kondens-
wasser hin erstreckt, bildet sich auf diesem eine Kahmhaut. Der Farb-
umschlag beim Typus humanus tritt in den Rohrehen erst dann ein, wenn
sich der eugonische Rasen vollstindig ausgebildet hat. Zunichst wird der
Farbton im oberen Teil dez Réhrehens blasser und spiiter lehmfarben.
Die Dauer bis zum vollstiindigen Farbumschlag hiingt von der Wachs-
tumsschnelligkeit des humanen Stammes ab und ist meist nach 3 Wochen,
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spiitestens nach 6 Wochen cingetreten. Die Herstellung des Niihrbodens
muf sehr sorgfiltig erfolgen. Jede Nihrhodencharge ist durch Beimpfung
mit einem bekannten humanen und bovinen Stamm zu kontrollieren.
Der Nihrboden ist zur Erstkultur aus tuberkuldsem Untersuchungs-
material wenig geeignel. Die Typendifferenzierung sollte
stets mif der ersten Subkultur vorgenommen werden (Abb. 1).
MITSCHERLICH (7), KIELWEIN (13) und LEBEK (14) haben in
umfangreichen Versuchen die gute Brauchbarkeit des Nihrbodens fest-
gestellt. Dabei wurden neben den PETRAGNANI-Nithrbiden mit und
ohne Glyzerin, deni Dubos-Agar und den Nihrbéden nach HOHN und
LOWENSTEIN auch der Einiihrboden auf Sauton-Agar nach GO1TS-
ACKER (15) mit zum Vergleich herangezogen.

Wichtig ist, daB man sich bei der Typendifferenzierung
auf die Verwendung von e¢in oder zwei Niahrbdoden einstellt
und nicht mit einer Vielzahl von Arten experimentiert und dadurch das
Urteil gefihrdet.

Einen neuen Nihrboden zur Typendifferenzieruing von Tuberkulose-
bakterien, der aus Hirnauszug, synthetischer Nihrlosung, einem Misch-
indikator aus Bromkresolpurpur und Bromthymolblau sowie Serum-
Albumin-Plasma besteht, haben ALTEVOGT und KUCKHERM (16)
entwickelt. Mit diesemi Nihrboden haben wir noch keine eigenen Erfah-
rungen. Seine Herstellung erscheint uns elwas kompliziert. In bezug auf
Mischkulturen stellte ALTEVOGT (17) fest, daf3 sich der Typ, der bei der
Infektion in der groBieren Menge vorhanden war, bei der kulturellen
Typendifferenzierung am leichtesten durchsetzt. Dies trifft sowohl fiir
den eugonisch wachsenden Typus humanus wie auch fiir den dysgonisch
wachsenden Typus bovinus zu. Uber den Nachweis boviner Tuberkulose-
bakterien bei tuberkulésen Erkrankungen des Menschen und ihre Er-
fahrungen bei der kulturellen Typenbestimmung haben in jiingster Zeit
von humanmedizinischer Seite KREBS (18) und SCHMIDT (19) ausfiihr-
lich berichtet.

Zur Abgrenzung des Typus gallinaceus von den
beiden Siugetiertypen des Mycobacterium tuberculosis haben WAGENER
und MITSCHERLICH (11) den Solaktin-Agar empfohlen. Die zu typi-
sierenden Stimme werden neben dem Bromkresolpurpur-Agar auch aufl
diesen Niihrboden geimpft. Wiihrend Mycobakterien vom humanen und
bovinen Typ iiberhaupt nicht wachsen, gedeihen aviiire Stimme auf diesem
Medium gut und lassen sich damit ohne weiteres erkennen.
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Von entscheidender Bedeutung fiir das erfolgreiche Gelingen der kultu-
rellen Typendifferenzierung ist die Art der Nihrbodenver-
schliisse. Inden Rohrchen ist eine Treibhausatmosphire, also Feuchtig-
keit und Wiirme, erforderlich. An den Glaswiinden miissen sich Nieder-
schlige feiner Kondenswassertripfchen bilden. Andererseits mufl aber
auch geniigend Sauverstoff zom Gasraum Zutritt haben. Wihrend man
frither Watte- oder Zellstoffstopfen verwendete, die in {liissiges Paraffin
getaucht wurden, um die vorzeitige Austrocknung der Kulturréhrchen
zu verhindern, sind neuerdings andere Verschliisse in Gebrauch. KAPSEN-
BERG (20) verwendet Kulturkappen aus Aluminium, SCHMIEDEL (21)
Gummikappen, und WAGENER, THIEL und HENSEL (22) benutzen
Gummihohlstopfen mit zwei Seidenfiden durchzogen. WAGENER,
THIEL und HENSEL (22) beobachteten bei dieser Verschlufitechnik, dafl
das sonst nur an fliisssigen Nihrbéden des Typus humanus und Typus
gallinaceus zutage tretende Emporklettern der Bakterienhaut an der
Glaswand des Rohrehens auch bei festen Nithrboden als spezifisches Merk-
mal auftritt, withrend es bei dem dysgonisch wachsenden Typus bovinus
fehlt. Die genannten Autoren bezeichnen diese Erscheinung als das
LKletter-Phinomen® und benutzen es als willkommenes Unter-
scheidungsmittel der beiden mammiren Typen. Das Kletter-Phiinomen
beginnt etwa in der 3.—4. Kulturwoche und beeindruckt meist und ins-
besondere im 2. Wachstumsmonat beinahe stiirker als die Kolonien auf
der Nihrbodenoberfliche.

In unseren eigenen Untersuchungen verwenden wir das von BLAU-
ROCK entwickelte nnd besonders fiir langfristige Bebriitung zweckmiBige
Kulturgelify B 30 mit Normschliff und Glaskappe. In solchen Réhrchen
hleibt das Kondenswasser iiber 6 Monate erhalten. Im Hinblick auf die
Bedeutung der Verschluifrage sind die von HORSTMANN (23) gemachtea
Ausfiithrungen sebhr interessant.

Die Anwendung der Objekttriigerkultur fiir die Typendifferenzierung,
die von HELLMANN (24) befiirwortet, von HUBRIG und OHDER (25)
jedoch als ungeeignet angesehen wird, erhsht nach unserer Auffassung
die Infektionsgefahr fiir das medizinisch-technische Personal und stellt
hohe Anforderungen an die manuelle Geschicklichkeit. Aus Zeitersparnis
und arbeitsschutzrechtlichen Griinden bevorzugen wir die Arbeit mit
Glasschutzglocken nach ABSHAGEN am Bunsenbrenner im geschlossenen
Impfkasten.

Bei der zunehmenden Bedeutung des kulturellen Tuberkulosebakterien-
nachweises darf die Moglichkeit des Vorkommens apathogener Myco-
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bakterien imm Untersuchungsmaterizl nicht unterschiitzt werden, zumal
durch die Arbeiten von PETRI (26), RABINOWITSCH (27) und HAAG
(28) iiber die weite Verbreitung siiurefester Saprophyten in der Natur keine
Zweifel bestehen. ”

In neuester Zeit haben MEYN (29) sowie MEYN und STOFFLER (30)
die Wuchsformen der apathogenen Mycobakterien auf Tuberkuloseniihr-
boden untersucht und gefunden, daf} sich die einzelnen Stimme zwar
durch ziemlich konstante morphologische und kulturelle Eigentiimlich-
keiten auszeichnen, daB sie untereinander aber auBerordentlich weit-
gehende Unterschiede aufweisen kinnen. NESTLE (31), die sich sehr ein-
gehend mit der Abgrenzung saprobischer Mycobakterien von virulenten
Stammen und der Artbestimmung solcher Siurcfesten beschiftigt hat,
cpfiehlt die Beimpfung von Nithrlésung nach LONG (32) und von Lack-
musmileh zur niheren Identifizierung von siurefesten Saprophyten.
Im LONGschen Medium ohne Glyzerin wachsen Mycobacterium phlei und
M. specialis bereits nach 5 Tagen unter Ausbildung einer Oberflichenbaut
gut, M. lacticola gedeiht nicht. In der Nihrigsung nach LONG (32) mit
Glyzerin und dem Indikator Bromthymolblau ist bei Beimpfung mit
M. phlei cine Kahmhaut ebenfalls nach 5 Tagen vorhanden, von der aus-
gehend der Nithrboden nach unten zu gesiiuert wird (Abb. 2). M. lacticola
loste zu diesem Zeitpunkt in unseren Experimenten keine Siuerung aus:
Lackmusmilch wurde bei uns nach 5 Tagen von M. phlei unter Bildung
eciner Kahmhaut reduziert, von M. specialis gesiuert und im unteren Teil
reduziert, von M. lacticola gesiivert oder nicht veriindert, withrend M. giae
cine deutlich alkalische Reaktion ausléste. In jiingster Zeit wurde von
einem brasilianischen Institut, dem Instituto Brasileiro para Investiacao
da Tuberculose, ein bisher unbekannter Myeobakterienstamm von Prof.
DAPRZINS beschrielien, der eine Tuberkulose bei Froschen verursacht.
die in den Gewiissern um Bahia vorkommen. Eine Kultur dieses Stammes
wurde dem Tierhygienischen Institut in Miinchen iibersandt, dort durch
J. von STUCKRAD (33) untersucht und uns frcundlicherweise iiber-
lassen. Der Entdecker nannte diesen Keim M. giae.

Von groBer Bedeutung fiir die Erkennung apathogener siurefester
Stimme ist die Pigmenthbhildung. So leuchten Kulturen von
M. specialis schon rot (Abb. 3), die von M. phlei gelbbriiunlich (Abb. 4).
wiithrend M. lacticola virulenten Keimen tiuschend ihnelt, jedoch sehr
rasch wachst (Abb. 5).

Zur Abgrenzung gegeniiber virulenten siurefesten Stibchen gut be-
wiihrt hat sich die Neutralrotreaktion mnach DUBOS und



Die kulturelle Typmu]ifl'vr(‘nzicrun;: der Tuberkulosebakterien 9

MIDDLEBROCK (34). Virulente Mycobakterien sendern von ihren Zell-
fliichen eine Substanz ab, die als ,,cordfactor bezeichnet wird und sich
mit bestimmten Farbstoffen, z. B. Neutralrot, anfiirben lifit. Séurefeste
Saprophyten, die diese toxische Komponente nicht besilzen, zeigen die
Farbreaktion nicht. Wichtig ist, die zur Reaktion notwendigen Keime
von festen Oberfliichenniihrboden und nicht aus fliissigen Medien zu ge-
winnen, weil Nithrbodenreste die Reaktion storen konnen [BASSERMANN
(35), NOLL und BLOCH (36), DUBOS und SUTER (37), STOLL (38),
VIALLIER und TIGAUD (39), KOLBEL (40), HEIN (41)]. Die Bakterien-
zellen werden zweimal mit 50proz. Methylalkohol gewaschen, jedesmal
cine Stunde bei 37° C stehengelassen, dann zentrifugiert. Schliefilich
erfolgt Resuspension in einer alkalischen Pafferlosung mit pH 8,9—9,0.
Wir henutzten' dazu den Glykokollpuffcr nach SORENSEN. Zu dieser
Suspension gibt man einige Tropfen einer 0,01proz. wisserigen oder
einen Tropfen einer gesiittigten wiisserigen Neutralrotlosung. Diese Lisung
wird, da das Milieu stark alkalisch, sofort gelb. Die virulenten Baklerien
fiirben sich nach etwa ciner halben Stunde bei Zimmertemperatur rot,
die avirulenten blsiben gelb (Abb. 6). Die Reaktion hat wenig Versager,
wenn sie technisch fehlerfrei gehandhabt wird und bildet ein werivolles
Hilfsmittel fiir die Typendifferenzierung.

KONNO (42) berichtet iiber eine deutliche quantitative Differenz der
Nikotinsiurebildung (Niacin) bei humanen Tuberkulosebakterien im
Gegensalz zu anderen Mycobakterien nach Ziichtuing aufl synthetischen
Medien. Diese Differenz ist streng typenspezifisch. Wir verwenden eine
vercinfachte Methode unter Benutzung von Bakterien-Kolonien, die
unmittelbar von festen Nihrboden der Routinediagnostik entnommen
werden, die Anilin-Bromeyan-Methode nach FEINSTEIN (43). Ein
paar Kolonien werden sorgfiltig mit der Ose vom Nihrboden entnommen
und in ein Reagenzglas mit 1 ml 4proz. Anilinlésung gebracht. Sodann
wird unter einem Abzug mit Sicherheitspipette 1 ml 10proz. Bromeyan-
losung zugegeben. Bei positiven: Reaktionsausfall kommt es anfiinglich
zu intensiver kanariengelber Verfirbung des Bakteriensedimentes und
spiiter — nach Schiitteln — auch der iiberstechenden Fliissigkeit. Positive
Reaktionen geben nur humane Stidmme, withrend bovine, aviire und
apathogene Mycobakterien keine erkennbare Gelbfirbung zeigen (Abb. 7).
Die Farbreaktion ist kriiftiger als die frithervon DANN und HANDLER (44)
beschriebene Methol-Bromeyan-Methode oder die Ammoniakpuffer-
Bromeyau-Methode nach HULLER und FOX (45). Kontrollen mit

Anilinlésung und Bakterien sowie Bromeyanlésung und Bakterien bleiben
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ohne Gelbfirbung. Die routinemiiBige Uberpriifung humaner Tuber-
kulosebakterien mit diesem Niacintest sollte in grioBerem Umfange er-
folgen, um die Spezifitiit der Reaktion zu priifen.

Zusammenfassung

Unter Beriicksichtigung des Schrifttums und auf Grund cigener Erfah-
rungen wird iiber die kulturelle 'Typendifferenzierung der Tuberkulose-
bakterien berichtet. Neben altbewiihrten Nihrboden wird der Brom-
kresolpurpuragar nach WAGENER und MITSCHERLICH als besonders
geeignet angesehen. Zur Abtrennunyg des avidiren Typus hat sich der
Solaktinagar bewiihrt.  Kletterphiinomen, Pigmentbildung, Verhalten
in der Niithtlosung nach LONG mit und ohne Glyzerin sowie in Lackmus-
mileh, Neutralrotreaktion und Niacintest werden als weitere Kriterien
zur Typisierung geschildert.

Pesiome

YuuTeiBag JHTEpPATypHbIC AAHHBEIE H HA OCHOBAHHH COOCTBEHHOI'O OIIBITA
coobnjaerca o audgepeRNHANAH THIOB TyOepKyJe3HEIX OaKTepHil 1Mo
KyasrypaMm. Hapany co cpejamu, JaBHO ONPABAABIINMHCA, arap OPOMEpe-
goanypuypa 1mo BATHEPy u MUYEPJINXy cuuraercs 0COG6HHO IPHTOJ-
meiM. Jlas usoasmun Tuna gallinaceus onpaszaica corakTHHOBELM arap. Kak
JAajpHeHIINe KPHTePHH THIH3AUMH ONMCHIBAIOTCA (DEHOMEH Ja3aHu#d, 06pa-
30BaHHE NHTMEHTd4, NMOBEJEHHEe B NHTaTeJbHOM pactBope mo JOHIYy ¢
IJMIEPHHOM U 0e3 Hero, a Takke B JAKMYCOBOM MOJOKe, DEaRIus Heil-
TPAJIbPOT U HUANHHOBELIN TECT.

Summary

In using the literature cited and on account of own experiences the
cultural type differentiation of tuberculosis bacteria is reported. Apard
from approved culture mediums the bromeresol purple agar according
to WAGENER and MITSCHERLICH was considerad to be especially
suitable. For separating the type gallinaceus solactin agar proved useful.
The climbing phenomenon, pigment formation, behaviour in the nutrient
solution according to LONG with and without glyveerin as well as in litmus
milk, neutral red reaction and the niacin test are deseribed as further
criteria for the typification.
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