Estudo quantitativo sobre a germinac‘a‘io dos esporos

PELO

Dr. A. Grodoy,

Assistente.

Ueber die Keimung der Sporen

VON

Dr. A. Godoy,

Assistenten.

——————————————— I —ereerrrerre—

Ja haviamos iniciado o estudo da gex-
minagdo dos esporos do bdacillus anthracis
em sua relagdo com o tempo, considerando
a termo-estabilidade como indice da sua
integridade, quando apareceu o trabalho de
F1SCHOEDER (190g).

O que se encontra na literatura deste

assunto € por demais esquematico. Atri-
bue-se a cada temperatura determinado es-
paco de tempo para dezenvolvimento do
bacilo. As nossas experiencias nio estio de
acordo com esta prezungio e, dentro de
certos limites de temperatura e de tempo,
se obteria nas temperaturas baixas a tran-
stormagdo de um certo numero de esporos
no espago de tempo que se atribue a uma
mais alta, assim, como, em temperatura
mais alta muitos esporos deixariam de ger-
minar dentro do lapso de tempo em que a
maioria ja houvesse germinado em tempe-
ratura inferior.

Als die Arbeit von F1SCHOEDER (1909)
erschien, hatte ich bereits das Studium der
Sporenkeimung des Mailzbrandbacillus in
threm Verhiltnisse zur Zeit begonnen,
wobei ich die Thermostabilitit als Controlle
fiir noch nicht eingetretene Keimung ge-
brauchte.

Was man in der Litteratur iiber diesen
Gegenstand antrifft, ist allzu schematisch,
indem man fiir jede Temperatur eine
besttimmte Zeit. zur Entwicklung des Ba-

" cillus aufstellt. Meine Versuche stimmen

mit dieser Voraussetzung nicht iiberein ;
innerhalb gewisser Zeit- und Temperatur-
grenzen konnte man die Umwandlung einer
gewissen Anzahl von Sporen in einer Frist
erhalten, welch einer hdheren Temperatur
zugeschrieben wird, wihrend dagegen bei
einer hoheren Temperatur viele Sporen in
einem Zeitraum, in welchem bei niedrigerer
Temperatur die Mehrzahl der Sporen schon
gekeimt hidtte, noch nicht zur Keimung
schreiten. Bei mikroskopischer Beobachtung
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O tempo de vejetagio de um esporo,
observado microscopicamente, depende da
cazualidade da escolha.

A perda da termo-rezistencia dos es-
poros em tempo muito curto, quando tran-
sportados para um meio nutritivo foi vulga-
rizada por WEIL, (1901), que observou que
semeando 8.600 esporos, ja no fim de 10

- minutos s6 se encontravam algumas dezenas

de férmas que rezistiam ao aquecimento.
Porem, a este respeito sobresai em impor-
tancia o trabalho de FI1sCHOEDER recente-
mente aparecido em que & 1sto demonstrado
3 saciedade. Os esporos quando -colocados
em liquidos nutritivos e mesmo em agua fi-
ziolojica perdem em curto tempo a rezisten-
cia ao calor.

Os estudos ja feitos nio sendo suficien-
temente exatos nio permitem conhecer a se-
quencia ou lel que reje a germinagio. N3o
se pode com os rezultados obtidos, tratados
pelo calculo chegar ao conhecimento do pro-
cesso, quer em relacdo 4 sua interpretacio,

quer no que respeita a sua reprezentagio
matematica.

Preferimos de muito a perda da termo-
estabilidade como indice da transformacao
dos esporos aos outros, tais como a dificul-
dade da coloragio, de descoramento, 0 apa-
recimento de nova celula orijinaria do es-
poro, etc.

TecNIcA. — De uma cultura esporu-
lada de carbunculo faziamos emulsio em
agua fiziolojica-glicerinada (1 parte de agua
fiziolojica para 2 de glicerina). A emulsdo
era ajitada e filtrada atravez de papel de
filtro de modo a serem eliminados os gru-
mos. Tinhamos assim uma emulsio concen-

trada. Desta faziamos novamente outras di-

luicdes no mesmo liquido e por meio de con-
tajens em placas semeadas com quantidade

'z;;a,

| hingt die Vegetationszeit einer Spore vom

Zufalle der Auswahl ab.

Der Verlust der Thermoresistenz der
Sporen kurze Zeit nach der Uebertragung
auf einen neuen Nihrboden wurde 1901
durch WEIL bekannt ; derselbe beobach-
tete, dass schon 10 Minuten nach dem Ein-
sien von 86o0o Sporen, die Zahl der
Formen, welche dem Erhitzen wider-
standen, nur einige Zehner betrug. Weit
wichtiger ist jedoch in dieser Hinsicht die
neueste Arbeit von FISCHOEDER, 1n welcher
dies zur Geniige nachgewiesen 1st. Die
Sporen.verlieren in kurzer Zeit ihre Wider-
standsfihigkeit gegen Hitze, wenn sie 1in
eine Nihrfliissigkeit oder auch nur 1n phy-
siologische Losung gebracht werden.

Da die bisher angewandten Methoden

nicht genau genug waren, gestatten sie

nicht, die Zeitfolge oder das Gesetz zu
erkennen, welche den Vegetationsprocess
bestimmen. Wenn man die so gewonnenen
Resultate zur Berechnung braucht, gelangt
man nicht zur Feststellung des Processes,
weder in Hinsicht auf seine Erklarung,
noch in Beziehung auf seine mathematische

Darstellung.

Zum Nachweis der Umwandlung der
Sporen ziehe ich den Verlust der Thermo-
stabilitit anderen Anzeichen vor, wie sie
durch die Schwierigkeit der Farbung und
Entfirbung, sowie durch das Auftreten der
neuen aus den Sporen hervorgegangenen
Zellen geboten werden.

TecHNIK. — Von einer Milzbrand-
kultur mit ausgebildeten Sporen machte ich
eine Emulsion in einem Teile physiolo-
gischer Losung und zwei Teilen Glycerin.
Diese wurde geschiittelt und durch Papier
filtriert, so dass alle Flocken zuriick-
gehalten wurden. Ich erhielt so eine kon-

centrierte Emulsion, von welcher mit der-
selben Losung wieder Verdiinnungen ge-
macht wurden, deren Sporengehalt durch

Plattepkulturen berechnet wurde. Zum Ver-
16
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conhecida julgavamos do numero de espo-
ros por c. c. A diluicio que contivesse cerca
de 20.000 esporos por c. c. era a escolhida
para o ensaio. O caldo que empregimos
para a pesquiza da velocidade de germina-
Gao fora preparado e distribuido em vidros
de 10 c. c. que eram fechados 4 lampada, e
continham, pois, todos, os mesmos elemen-

tos solidos, liquidos e gazozos em igual
concentracao.

Depois de semear 10 c. c. deste caldo
com I c. c. da emulsio glicerinada esco-
lhida, ajitavamos o tubo em que faziamos
a mistura e em seguida adicionavamos
I ¢. c. a cada tubo de vidro rezistente da
serie que previamos fazer. Levavamos ao
termostato. Apoz diversos espacos de
tempo retiravamos um tubo que era aque-
cido durante 15 minutos a 650 para elimi-
nar os esporos ja transformados. Natural-
mente, logo apoz a mistura tratimos tambem
I c. c. da mistura como os seguintes, isto é,
aquecemos € fizemos uma 1.2 e 2.2 placa,
como Ja foi por nés descrito em trabalho
anterior (19og) ; 24 ou 30 horas depois
faziamos a contajem. Para maior facili-
dade de confronto os numeros reais de colo-
mas obtidos foram reduzidos proporcional-
mente, fazendo o numero correspondente
ao tempo 1nicial egual a ro0o0.

Experiencia I

T"";;::“'a | N.o iniclal de esporos 2485
;Iinutos Numero obs. Numero calc.

0 1000 1000

40 311 235

70 61 79

100 19 26

130 8 8

K = 0,0157

suche wurde eine Verdiinnung ausgewihlt,
welche etwa 20000 Sporen auf den Kubic-

centimeter enthielt. Die Bouillon, welche

ich bel1 der Berechnung der Keimungs-
geschwindigkeit benutzte, wurde nach der
Herstellung in Gliser von 10 ccm. verteilt ;
letztere wurden dann zugeschmolzen und
enthielten so dieselben festen, fliissigen und
gasformigen Elemente in derselben Kon-
centration. Nachdem 10 ccm. Bouillon mit
emmem Ccm. der gewihlten Emulsion
geimpft waren, wurde das Rohrchen ge-
schiittelt und jedem zur Serie gehorigen
Rohrchen aus widerstandsfihigen Glase
I ccm. zugesetzt ; letztere wurden dann in
den Thermostaten nach OsTwALD gebracht.
Nach verschiedenen Zeitriumen entnahm
ich ein Rohrchen, welches wihrend 15 Mi-
nuten auf 650 erhitzt wurde, um die bereits
umgewandelten Sporen zu eliminieren. Na-
tiirlich wurde auch gleich nach Herstellung
der Mischung 1ccm., wie bei den nach-
herigen Bestimmungen behandelt, nimlich
erhitzt und zu einer ersten und zweiten
Platte verwandt, wie schon in einer frii-
heren Arbeit beschrieben wurde (i9og).
24—30 Stunden spiter wurde die Zihlung
vorgenommen. Zur Erleichterung der Ver-
gleichung wurden die wirklich erhaltenen
Werte der Kolonienzahlen entsprechend
reduciert, so dass die Zahl, welche der

Antangszeit (o Minuten) entsprach 1000
betrug.

- Versuch I

Temperatur } .
520 8 | Urspringliche Sporenzahl 2485
“ﬁMm_ut—en Gefundene Zahli‘ Berec?mete Zag

0 - 1000 1000

40 311 235

70 _ 67 | 79

100 19 L 26

130 | 8 | 8

K = 0.0157
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Experiencia II

Tem;;:atura N.° inicial de esporos 1622
o Minutos e Numero obs. Nl;mero calc. B
0 1000 1000
8 = 430 400
16 210 180
25 72 75
36 52 67

K = 0,05

—— i~y —mi—y e =

Como se péde concluir das experiencias
acima o processo € regular e obedece 3
mesma formula que as rea¢Ses monomole-
culares. Os valores calculados foram obti-
dos por seu intermedio.

Cotejemos os dois valores de K corres-
pondentes s temperaturas de 220,8 e 280,
chegaremos de acordo com a formula vaN
T'HOFF

T, - To)
G il ( T, T,

O
»
N

(c; e c, indicam as velocidades nas tempe-

raturas T, e T,—temperaturas absolutas—

e onde R, em calorias, seria egual a 2, g
uma constante) a um valor de p egual a

19.800. Valor este que aproxima esta rea-
¢io do grupo das agdes hidrolizantes, zimo-
ticas, toxicas etc. Para um intervalo de

10 grios de temperatura dar-se-ia um

aumento da velocidade da reacdo de cerca

de 6 vezes.

Rezulta ainda de nossa pesquiza que se
nio péde estabelecer um tempo 1nicial para
a germinagio dos esporos; o fenomeno se
passa como se fosse 1niciado num tempo
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Versuch 11

Tomrpoutur o ) T
280 Urspriingliche Sporenzahl 1622
M;mtcn d Gcfun;ne Zahl Berechnete Za;l_

0 1000 1000

8 430 400

15 210 180

25 "9 nE

35 52 67

K =0.05

— e - M p— - p——

Wie man aus den obigen Experimenten
schliessen kann, verlduft der Process regel-
missig und gehorcht derselben Formel, wie
die monomolekularen Reaktionen. Die
berechneten Werte wurden mit derselben
gefunden.

- Ber Vergleichung der beiden Werte
von K entsprechend den Temperaturen von

22.8 und 28.09 erhalten wir in Ueber-
einstimmung mit der Formel von VaN
T’HOFF
(TI—TO)
LU I
C 2

(wobei ¢, und c, die Reaktionsgeschwin-
digkeit bei den Temperaturen T, und T, —
absolute Temperaturen—angibt ; R in Ka-
lorien=2, und n eine Konstante ist) einen
Wert von ©+ =19800, welcher die Reaktion
der Gruppe der hydrolysierenden, zymo-
tischen und dergl. Wirkungen nihert.

Fiir ein Intervall von 10 Temperatur-

graden erhidlt man eine ca. 6malig Be-
schleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit.

Aus meiner Untersuchung geht noch
hervor, dass man fiir die Keimung der
Sporen keine Anfangszeit aufstellen kann
die Erscheinung verliuft, wie wenn sie in
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infinitamente pequeno e correspondesse sua
velocidade 3 constante K =o0.0158 na tem-
peratura de 220.8.

Conhecido pelos trabalhos de MADSEN
e Max NyMaAN (190%) a aplicabilidade das
reteridas formulas i destruicio dos espo-
ros tanto pelas altas temperaturas como
pelos dezinfetantes, rezulta que se péde jul-
gar a germinagao dos esporos como uma
destruigio, dando-se neste cazo uma trans-
formacio da substancia termoestavel
porem, aniquilar a vida.

sem,

Concluimos dizendo que a germinagio
é comparavel a um fenomeno de destruicio
monomolecular e que provavelmente obe-
dece, no que diz respeito a4 influencia da
temperatura, 4 formula de vaNn T’"HoOFF—
ARRHENIUS.

einer unendlich kurzen Zeit begonnen hitte
und ihre Geschwindigkeit einer Konstanten
K =o0.0158 bei einer Temperatur von 220.8
entspriche.

Da durch die Arbeiten von THh.
MADSEN und Max NyMaN (190%) die An-
wendbarkeit der erwihnten Formeln auf die
Zerstorung der Sporen sowohl durch hohe
Temperaturen, als durch Desinficientien
erwiesen ist, folgt, dass man die Keimung
der Sporen als eine Zerstorung ansehen
kann, indem i1n diesem Falle eine Zer-
storung der thermostabilen Substanz ohne
Verlust des Lebens stattfindet.

Ich schliesse mit der Feststellung, dass
die Keimung der Sporen sich mit einem
monomolecularen Zerstorung vergleichen
lasst und in Hinsicht auf den Einfluss
der Temperatur wahrscheinlich der Formel
von VAN T HOFF-ARRHENIUS entspricht.
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