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Ein Beitrag zur Fungusbildung auf Glisern

Von GUNTER PoHLMANN (1) und FrRipA OBERLIES

(Mitteilung aus dem Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie der Universitit Wiirzburg und dem Max-Planck-Institut
fir Silikatforschung, Wiirzburg).
(Eingegangen am 18. Oktober 1961)
Im Hinblick auf die Untersuchungen der Fungusbildung auf optischen Glisern wird ein einfaches Verfahren zur Ziichtung
von Pilzen auf Glasoberflichen beschrieben. Die Einwirkung von Mikroorganismen auf Gliser wird anhand von licht- und

elektronenmikroskopischen Bildern besprochen. Durch oligodynamisch wirksame Metalle, die dem Glasgemenge als Oxyde
oder Salze zugegeben wurden, ergaben sich Hinweise fiir eine Verminderung oder Méglichkeit zur Verhiitung der Fungus-

bildung auf optischen Glisern.
1. Methoden zur experimentellen Ziichtung von
Pilzen auf Glasoberflichen

Die Ubertragung von Pilzen aus Kulturen unmittel-
bar auf Glasoberflichen oder von einem Glas auf das
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Bild 1. Bierwiirze-Agar-Platte, beimpft mit Aspergillus euglo-
bosus, und eingelegte Glasstiickchen, 10 Tage alte Kultur.
Obere Reihe, links : Glas mit 3 Gew.- % TiO,, rechts: 2 Kontrollglasstiickchen.

Untere Reihe : Gliser mit oligodynamischen Metallen. Links mit 0,25 Gew.-%
Ag,0, rechts mit 2 Gew.-%, CuO und 5 Gew.-%, CdO.

andere gelingt nur in den seltensten Fillen. Worin im
einzelnen die Schwierigkeiten hietfiir zu suchen sind,
entzieht sich derzeit noch unserer Kenntnis. Zum Zwecke
des Studiums der Fungusbildung auf optischen Glisern
bedutfte es aber eines Verfahrens, das zuverldssige Er-
gebnisse liefern mufte.

Den gestellten Anforderungen entspricht folgendes
einfache Verfahren: Bierwiirze-Agar, ein einfacher
Spezialnihrboden fiir Pilzkulturen, wird in heilem
Wasser verflussigt. Dem etwa bis auf 45 °C abgekiihlten,
aber noch flissigen Nihrboden werden Keime des be-
kannten oder eines anderen, vielleicht auf einem Glas
gewachsenen Pilzes beigegeben. Kulturlésung und Pilz-
keime werden gut miteinander vermischt und in sterile
Petrischalen mit Durchmessern von 10 bis 15 cm in
etwa 5 mm hoher Schicht ausgegossen.

Die zu untersuchenden Gliser kénnen nun einmal in
Form diinner Deckglidschen mit Hilfe einer sterilen, aus-
geglithten Pinzette dem Nihrboden aufgelegt werden,

nachdem sie zuvor in einem HeiBluftsterilisator 2 h bei
180 °C sterilisiert wurden. Zum anderen konnen Glas-
stiickchen von 7 bis 8 mm Dicke auf eine den Versuchs-
bedingungen entsprechend grofl gewihlte Oberfliche
(bei den Versuchen der Verfasser beispielsweise
8 X 20 mm?) zugeschnitten werden. Auch diese
Stiickchen werden in angegebener Weise sterilisiert und
steril in die soeben in Petrischalen ausgegossene und
noch fir eine kurze Zeit flissige Nihrbodenschicht ein-
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Bild 2. Experimentelle Fungusbildung auf einem Glasstiick-

chen ohne oligodynamische Metalle,
8 Tage alte Aspergillus-Kultur.

gelegt. Nach wenigen Minuten wird diese fest. Die
fertigen Platten werden zunichst fiur kurze Zeit zum
Beseitigen des Kondenswassers vorsichtig beliiftet und
dann geschlossen bei Raumtemperatur und Tageslicht
aufbewahrt.

Nach einem oder nach mehreren Tagen kommt es
auf dem Nihrboden und um die Glasplittchen herum
zur Ausbildung eines schonen, gleichmiBig dichten
Pilzrasens (Bild 1). Bietet das entsprechende Glas dem
Pilz geeignete Lebensbedingungen, so wird sich die Glas-
oberfliche im Verlaufe von wenigen Tagen mit einem
Pilzgeflecht (Mycel) tiberziechen. Auf diese Weise 146t sich
einfach und schnell eine gute Fungusbildung erzielen

(Bild 2).
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Rezept zur Herstellung von Bierwiirze-Agar (nach
L. HAaLLmANN [1]): Aus der Brauerei bezogene Bierwiirze
wird zunichst 1 h gekocht, dann !/, h stehen gelassen und
vom Bodensatz abgegossen. Der Bodensatz wird verworfen;
der andere Teil wird filtriert. Zu 11 des Filtrats werden 20 bis

Bild 3. Spontane Fungusbildung.

Auf Glasoberflichen fehlt es dem Pilzgeflecht bald
an lebensnotwendigen anorganischen Elementen und
Spurenelementen. Wasser (ebenfalls lebensnotwendig)
diirfte sehr viel hidufiger in ausreichender Menge zur

b)

a) Auf einem Prisma aus einem Fernrohr, das lingere Zeit in einer Holzkiste aufbewahrt worden war. b) Auf einer Fotolinse.

25 g Agar-Agar hinzugegeben. Beides wird 1 h gekocht
und zum Aufbewahren zweckmiBligerweise in sterile Liter-
kolben abgefiillt, die mit Watte- oder Zellstoffstopfen ver-
schlossen werden. Der in Literkolben abgefiillte Nidhrboden
wird bei 110 °C im Verlauf von 20 min nochmals sterilisiert.
Man beachte unbedingt die Zeit- und Temperaturangaben
fiir das Sterilisieren dieses Pilznihrbodens!

2. Uber die Einwirkung von Mikroorganismen auf
Glidser

Unter den genannten Bedingungen kommt es durch
eine grole Anzahl von Schimmel- oder SproB3pilzen zu
einem Bewuchs von Glasoberflichen, zur sogenannten
Fungusbildung. Aber auch spontan und unter giinstigen
Umwelt- und Lagerungsbedingungen konnen Schim-
mel- und SproBpilze eine Fungusbildung hervorrufen
(Bilder 3a, 3b und 4). Die Folge einer fortschrei-
tenden Entwicklung dieser Mikroorganismen auf der
Glasoberfliche ist in der Regel mit einem mehr oder
weniger starken Glasangriff verbunden. Obwohl der
Mechanismus dieses Glasangriffs zwar noch nicht bis
in alle Einzelheiten aufgeklirt ist, 136t er sich doch be-
reits in groBen Ziigen ubersehen:

Einmal kénnen Sporen eines Schimmelpilzes auf die
Glasoberfliche gelangen, die unter entsprechend giin-
stigen Bedingungen zu einem sich oftmals weit tber die
Glasoberfliche erstreckenden Pilzgeflecht auskeimen
(Bilder 5a, b, c und d). Zum anderen (aber wohl seltener)
konnen sich SproBpilze, also hefeihnliche Pilzzellen, auf
der Glasoberfliche ansiedeln und zunichst um sich
herum weitere SproBzellen ausbilden, die dann beim
Eintreten von ungiinstigen Substrats- oder Umwelts-
bedingungen (auf Glasoberflichen z. B. bei Mangel an
Nihrstoffen) ebenfalls in Form eines Pilzgeflechts
wachsen konnen (Bilder 6a und 6b). Weitere
lichtmikroskopische ~Aufnahmen iiber verschieden-
artige Fungusbildungen auf optischen Glisern fin-
den sich in einer Verdffentlichung von A. Kar-
LER [2].

Bild 4. Verschiedene Fungusbildungen auf fotografischen
Linsen.

Verfugung stehen, da einmal die hier interessierenden
optischen Gliser in der Mehtzahl schwach hygrosko-
pisch sind und sich zum anderen in Abhingigkeit vom
Feuchtigkeitsgehalt der Atmosphire Kondenswasser
niederschlagen kann.
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Mit fortschreitender Entwicklung umgeben sich die ~ Schleimstoffe enthalten von den Mikroorganismen ge-
Pilztiden mit einer mehr oder weniger breiten und zu- bildete, verschiedenartige Chelatbildner, die selbst wiedet-

©)

Bild 5. Experimentelle Fungusbildung (Schimmelpilze) auf cinem Deckglischen. 10 Tage alte Kulturen.

a) Penicillium notatum, b) Aspergillus fumigatus, ¢) Mucor racemosus, d) Aspergillus euglobosus.

sammenhingenden Schleimhiille (Bilder 7a und 7b). Es  um auch Glasoberflichen in starkem MaBe anzugreifen
ist nun bekannt, dal sowohl die Mikroorganismen [3, 4]  vermdgen [6]. Diese Chelatbildner chelatisieren die in

a) 4 =t . J b)
Bild 6. Experimentelle Fungusbildung (Sprofipilze) auf einem Deckglischen. 10 Tage alte Kulturen.

a) Trichosporon cutaneum, b) Candida tropicalis.

als auch deren Schleimstoffe [5] gegeniiber schwerlos-  schwerldslichen Silikaten vorliegenden Metalle, bilden auf
lichen anorganischen Verbindungen eine iiberraschend  diese Weise mit ihnen wasserlosliche Chelate und zerset-
starke Losungswirkung auszuiiben vermégen. Die  zen somit das Glas. Die Bildung derartiger chelataktiver
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Stoffwechselprodukte ist moglicherweise die Folge eines
Mangels an Spurenelementen, wodurch es zur Storung
einzelner Enzymsysteme und damit zur Bildung ,,ano-
maler” Stoffwechselprodukte kommt. Man vergleiche
hierzu die Vorginge, wie sie sich bei der Bildung der

Bild 7. Pilzfiden, umgeben von mehr oder weniger breiten
und zusammenhingenden Schleimhillen.

sogenannten Flechtensiuren zeigen [7]. Wie Bild 8 er-
kennen ldBt, erstreckt sich der Glasangriff iber weite
Areale, entsprechend der Ausbreitung der Schleim-
massen iiber die Glasoberfliche.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen nur
in Randgebieten des Glasangriffs verschieden weit aus-
ladende, flache Mulden, zwischen denen sich Inseln mit
noch erhaltener Oberfliche befinden (Bild 9). Nach stereo-
skopischer Ausmessung betrigt die Tiefe der Mulden
zwischen den Inseln etwa 20 bis 50 nm, weshalb es auch
nicht gelang, sie interferenzmikroskopisch nachzuweisen.
Lichtmikroskop’sch wurde an Linsen mit Fungusbildung
im Querschnitt festgestellt, da3 das Glas von der Ober-
fliche aus in einer Schicht von fast 1 u mit scharfer
Begrenzung eine niedrigere Lichtbrechung aufwies als
das urspriingliche Glas in der Mitte!). Die durch Mikro-
organismen zerstdrte Glasschicht reicht somit tiefer als
elektronenmikroskopisch an der Oberfliche festzustellen
war.

1) Fiir die Bestimmungen der Lichtbrechung danken die
Verfasser Frau Dipl.-Ing. N. KoéprrEN herzlich.

3. Méglichkeiten zur Bekdmpfung der Fungusbil-
dung mit Hilfe oligodynamisch wirksamer Metalle

Der bakterizide Effekt einzelner, oligodynamisch
wirksamer Metalle, wie z. B. Silber, Kupfer, Molybdin,
Thallium, Cadmium, Arsen, Titan, ist seit langer Zeit
bekannt. Ihre Wirksamkeit beruht vor allem auf einer
Hemmung bakterieller Fermente [8], wodurch die
Lebensfihigkeit von Mikroorganismen herabgesetzt oder
unterdriickt werden kann. Die einzelnen Bakterien-
stimme und die Pilze verhalten sich allerdings gegen-
iiber diesen Metallen unterschiedlich. Eine hohe Wider-

Bild 8. Glasangriff durch einen Pilzfaden mit weitreichender
Beeinflussung der Glasoberfliche.

einem

Aufnahme aus
Randgebiet des Glasangriffs mit flachen Mulden zwischen
Inseln mit noch erhaltener Glasoberfliche.

Vergt. 7 500fach.

Bild 9. Elektronenmikroskopische

standskraft zeigen z. B. die Hefen; auch Schimmelpilze
sind auBergewohnlich widerstandsfihig. Dartiber hin-
aus ist durch Gewdhnung eine Resistenzvermehrung
moglich [9].

Eigenen Versuchen mit Glisern verschiedenartiger
Zusammensetzung und Bakterien war zu entnehmen, daf3
in der Nihe einzelner Glasstiickchen sicherlich auf Grund
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oligodynamischer Effekte empfindliche Bakterien in
ihrem Wachstum gehindert oder stark gehemmt werden
konnten. Dies ist aus Bild 10 bei Glas F (mit 109, CdO)
und dem optischen Glas 8 an dem um das Glasstiickchen
auftretenden, dunkel erscheinenden Hemmbhof ersicht-
lich. Die Tabelle 1 bringt hierzu weitere Einzelangaben.

<
AN TN

Bild 10. Blutagarplatte, beimpft mit Bakterien (gelbe Sar-
cinen) und cingelegten Glasstiickchen entsprechend Tabelle 1.

Obere Reihe (von links nach rechts): Kontrollglas, Glas mit 5 und 10
Gew.-% CdO.

Untere Reihe (von links nach rechts): optische Versuchsgliser 7, 8 und 11.

Danach konnen oligodynamische Metalle, die dem Glas-
gemenge als Oxyde oder Salze beigegeben wurden, an
der Glasoberfliche in ausreichender Menge zur Wirkung
kommen, so dal} sie zumindest gegeniiber empfindlichen
Bakterien deutlich sichtbare oligodynamische Effekte
hervorzubringen vermdogen.

Von dieser Beobachtung ausgehend wurden Gliser,
diejeweils nach Analysein Gew.-9,als ,,oligodynamisches
Metall“ 0,25 Ag,0, 2 CuO, bis 8 CdO, 0,9 As,O;, 3 TiO,,
bis 17 ZnO oder 8,5 PbO enthielten, in ihrer Wirksamkeit
gegeniiber Schimmel- und SproBpilzen?) gepriift. Es
zeigte sich, daBl im Gegensatz zu den Versuchen mit
Bakterien in keinem Falle eine deutlich sichtbare Hemm-
wirkung hervorgerufen werden konnte. Immerhin er-
wiesen die einzelnen Schimmel- oder Sprof3pilze ein untet-

2) Herrn Dr. Dr. F. Sta1s sei fiir die Uberlassung von
Pilzkulturen sehr herzlich gedankt.

schiedliches Verhalten, so da3 beim Vergleich mit einem
Kontrollglas bei den Glisern mit oligodynamischen Me-
tallen hidufig eine deutlich verminderte Fungusbildung

Tabelle 1. Ubersicht iiber die Beeinflussung des

Wachstums verschiedener Bakterien- und Pilz-

stimme durch Gliser verschiedener Zusammen-
setzung¥*)

(o]
—_
—_
~a

Versuchsgliser:

Gelbe Sarcinen:

Vergriinende Streptokokken:
Staphylokokken (St. pyog. aut.):
Sporenbildner:

Bakterium der Coli-Gruppe:
Bakterium der Proteus-Gruppe:
Bacterium prodigiosum:

Cand. albic. (SproBpilze):

Mucor racemosus (Schimmelpilz):
Asperg. fumigatus (Schimmelpilz):
Asperg. euglobosus (Schimmelpilz):

Qe+ R++++ |-
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Zusammensetzung der Versuchsgliser [Gew.-9]:

A) 74 Si0O,, 16 Na,O und 10 CaO (Kontrollglas)

E) 74 SiO,, 16 Na,O, 5 CaO und 5 CdO

F) 74 SiO,, 16 Na,O und 10 CdO

8) 50 B,O;, 20 ZnO, 10 AL,O;, 10 PbO, 5 SiO,, 5 K,O
und weniger als 1 As,O,

11) 80 P,0Os, 10 BaO, 5 B,0O;, 5 AL,O;, weniger als 5 K,O
und weniger als 1 La,O,

7) 70 SiO,, 10 Na,O, 10 K,O, 10 CaO, weniger als
1 Sb,0; und weniger als 1 As,0O;.

*) Bedeutung der Symbole:
& = ohne EinfluB3,
+ = geringfiigige Beeinflussung
des Wachstums,

-+ = auffallende Wachstums-
hemmung,

+) = Hemmung der Ausbildung
von Fruktifikationsorganen,
das Pilzmycel blieb stabil.

vorhanden war. Hierin sehen die Verfasser Ansitze fiir
eine Moglichkeit zur Verhtitung der Fungusbildung auf
optischen Glisern, indem durch Variation der Glaszu-
sammensetzung und kombinierter Zugabe von oligo-
dynamisch wirksamen Metallen einer Fungusbildung
vorgebeugt wird.

Den Herren Prof. Dr. med. C. SONNENSCHEIN, Vorstand
des Institutes fiir Hygiene und Mikrobiologie der Universitit
Wiirzburg, und Prof. Dr. A. Dierzer, Direktor des Max-
Planck-Instituts fiir Silikatforschung, Wiirzburg, sind die
Verfasser fiir die Ermoglichung dieser Untersuchungen zu
groBem Dank verpflichtet. Herrn Dr. W. VOGEL, Jena, sei fiir
die freundschaftliche Uberlassung der optischen Versuchs-
gliser besonders gedankt.
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