J.JENSEN. 1. PAHLBERG, E. THOFERN UND H. WORATZ

Uber die Bedeutung der Ziichtungsbedingungen ftr das
In-Erscheinung-treten haemin-autotropher Zellen in einem
haemin-heterotrophen Mikrokokkenstamm”

Von J. Jensex™*, I. PauLBerc, E. Tuorerny und H. Worarz

Aus dem Hygiene-Institut der Universitit Gottingen (Direktor: Professor Dr. F. Scuiitz )
(Z. Naturforschg. 12 b, 500—506 [1957] ; eingegangen am 19. Marz 1957)

In Reinkulturen einer haemin-heterotrophen Variante des Staphylokokkenstammes Micrococcus
pyogenes var. aureus S. G. 511 treten unter bestimmten Bedingungen haemin-autotrophe Keime auf,
welche die haemin-heterotrophen vollig verdriangen.

Paralleluntersuchungen mit verschiedenen Néhrmedien wie Bouillon, Blut-, Haemolysat- und
Protohaemin-Bouillon ergaben, da8 die haemin-autotrophen Keime nur in der haeminfreien Bouillon
in Erscheinung treten.

Uberwachungsversuche bei gleichzeitiger Einsaat von haemin-autotrophen und haemin-hetero-
trophen Bakterien ergaben, dal in protohaemin-freien fliissigen Substraten die haemin-autotrophen,
in protohaemin-haltigen fliissigen Substraten hingegen die haemin-heterotrophen Bakterien die

Oberhand behalten.

1952 fanden Jensen und Tuorerx® in einer strep-
tomycin-resistenten Variante des Micrococcus pyo-
genes S.G.511 einen haemin-heterotrophen Bak-
terienstamm.

Die Variante VAR zeichnete sich durch ihr hauch-
diinnes Wachstum auf haeminfreiem Nahragar aus,
wihrend sie sich auf Blutagar und in Bouillon hin-
sichtlich ihres Wachstums nicht von ihrem Ausgangs-
stamm A unterschied, welcher auf festen Nahrboden
stets in fetten, gelben Kolonien auftrat.

Abgesehen von der Streptomycin-Resistenz und
der Haemin-Heterotrophie galt fiir VAR noch ein
weiteres von A abweichendes Merkmal: Die Va-
riante besitzt weder die Fahigkeit, eisenhaltige At-
mungsfermente noch Katalase zu synthetisieren;
beides war dagegen nach Haeminangebot moglich.

Die Variante unterschied sich also von ihrem
Ausgangsstamm hinsichtlich der Streptomycin-Resi-
stenz, der Haemin-Heterotrophie sowie des Fehlens
der genannten eisenhaltigen Fermente.

Beide Staimme sind gleichartig im Hinblick auf
ihre morphologischen und farberischen Eigenschaf-
ten, die Zuckervergirung, die Plasmakoagulase-
Reaktion, die haemo-tryptischen Fermente und die
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Weitere Untersuchungen ergaben, daf} die Va-
riante in haeminfreien Nahrmedien das Apoferment
der Katalase und mindestens einen Teil des Protein-
anteils des Cytochromsystems bildet, und daf} sie
imstande ist, nach Zugabe von Protohaemin in ru-
hendem Zustand das Holoferment zu komplettieren.
Der Nachweis wurde gefiihrt durch spektroskopische
Untersuchungen und Messungen des O,-Verbrauches
mit der Warburg- Apparatur.

Ahnliche Erscheinungen wie die fir VAR be-
schriebenen wurden inzwischen von Bersanski! an
haemin-heterotrophen Coli-Bakterien bestatigt.

Nach Auffindung der streptomycin-resistenten
Variante im Jahre 1952 wurde sie durch fortgesetzte
Passagen kultiviert. Entsprechend ihrer Wachstums-
eigenschaften erfolgte die Ziichtung auf 5-proz.
Schafblutagar, in Fleischwasser-Pepton-Bouillon mit
1% Glucose und in der gleichen Bouillon mit 1000
Einheiten Streptomycin/ml. Die Kulturen aus den
flissigen Nédhrmedien sowie die Kultur von der
Blutplatte wurden nach 24-stdg. Bebriitung bei 37°
auf gewohnlichem Nahragar hinsichtlich ihrer Hae-
minbediirftigkeit gepriift.

Das Schema zeigt die Methode des Uberimpfens:
Es wurde jeweils eine viertel Ose der Kolonien von

3 W. Braux u. Mitarb., J. Bacteriol. 62, 45 [1951], referiert
im Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektionskrankh.
Hyg., 1. Abt., Ref. 154, 206 [1954].

4 M.I. Buating, J. Bacteriol. 43, 593 [1942], referiert in W.
Bravuw, Bacterial Genetics, S. 154.

5 G. Guusses, Zbl. Bacteriol., Parasitenkunde, Infektions-
krankh. Hyg., I. Abt., Orig. 159, 187 [1952/53].

6 J.Jexsex u. E. Tuorern, Z. Naturforschg. 8b, 599, 604,
697 [1953]; 9b. 596 [1954].
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der Blutagarplatte wiederum auf einer Blutplatte
und auf einer Nahragarplatte ausgestrichen. — Fer-
ner wurde je eine Ose, nach gutem Durchmischen
der Flissigkeit, von der Glucosebouillon in das
nachste Glucosebouillon-Rohrchen und auf eine
Nahragarplatte gebracht, wo die iibertragenen Bak-
terien mit einem sterilen Glasspatel verteilt wur-
den. — In der gleichen Weise ist mit den Bakterien
aus streptomycinhaltiger Bouillon verfahren worden.
Auch hier wurde jeweils eine Ose in das gleiche Me-
dium und auf eine Nahragarplatte gebracht, wo das
Substrat ebenfalls mit einem Spatel ausgestrichen
wurde.

Es zeigte sich, dall von 191 Passagen 20 Kultu-
ren (13 Kulturen aus Glucosebouillon, 7 Kulturen
aus Glucose-Streptomycin-Bouillon) neben den zahl-
reichen hauchdiinnen VAR-Kolonien vereinzelte fette
Keime aufwiesen, welche sich hinsichtlich ihres
Wachstums wie der Ausgangsstamm A verhielten.
Nidhere Untersuchungen dieser Kolonien auf die
oben dargestellten fir VAR und A charakteristi-
schen Eigenschaften hin ergaben, dal} diese verein-
zelten Keime mit dem Ausgangsstamm A die Hae-
min-Autotrophie und die Katalase-Aktivitdt gemein-
sam haben — aber wie VAR streptomycin-resistent
sind.

Es handelt sich hier also um einen ginzlich neuen
Stamm, den wir mit J 1 bezeichnen und fiir den die

drei Merkmale — Streptomycin-Resistenz, Haemin-
Autotrophie und Katalase-Aktivitat — als Kriterium
gelten.

Es sei in diesem Zusammenhange betont, daf}
auch die weiter unten mit J1 bezeichneten Formen
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nur auf diese drei Eigenschaften hin gepriift wur-
den.

Waihrend also aus Glucosebouillon und Glucose-
Streptomycin-Bouillon einzelne haemin-autotrophe,
katalase-positive, streptomycin-resistente Kolonien
auftraten, welche bei weiteren Passagen schnell zu-
nahmen und die haemin-heterotrophen Ausgangs-
kulturen iberwuchsen, wiesen dagegen die von
Blutagar auf Ndhragar gepriiften Kulturen stets nur
hauchdiinnes Wachstum auf.

In Vorversuchen hatte man diese Verhiltnisse zu
kldren gesucht. Man fand auch hier innerhalb einer
Bouillon-Passage Umschldige von VAR nach J1,
wihrend die Blutbouillon-Reihe keine Verdnderun-
gen zeigte. Da bei diesen Experimenten die Einsaat
nicht definiert und die Ergebnisse nicht sicher re.
produzierbar waren, erfolgten systematische Unter-
suchungen, die weiter unten beschrieben sind.

Bevor auf die Methodik der Untersuchungen
niher eingegangen wird, sei an dieser Stelle auf die
Faktoren hingewiesen, die es berechtigt erscheinen
lassen, J 1 als Mutante anzusprechen:

1. Die VAR-Bakterien zeigen in protohaemin-freien

Nahrboden eine plotzliche Wachstumsinderung.
2. Es erfolgt kein Massenumschlag, sondern nur

ein vereinzeltes Auftreten von J 1.

3. Wenn J 1 aufgetreten ist, dann zeigt er ein kon-
stantes Verhalten.

Unter der Voraussetzung, dal} es sich bei J1 um
eine Mutante handelt, kommen wir zu folgenden
Fragestellungen hinsichtlich des Milieueinflusses:
1. Ist das Auftreten von J1, das offenbar nur in

Abwesenheit von Protohaemin stattfindet, die

Folge einer Selektion

oder
2. mutiert VAR in protohaemin-haltigen Nahr-

béden, welche komplettes Wachstum gewiéhrlei-

sten, etwa gar nicht?

Eine Bejahung der zweiten Frage wire mit der
Mutationslehre unvereinbar.

Methodik

Um einer Kldrung dieser Fragen ndherzukommen,
wurden zunidchst Reihenpassagen in Bouillon, Blut-
bouillon, Haemolysat-Bouillon und in Protohaemin-
Bouillon angelegt.

Es wurde methodisch folgendermafBlen vorgegangen:
20 Rohrchen mit je 5ml Fleischwasser-Pepton-Bouil-
lon und einem Zusatz von 0,15 ml einer 20-proz. Glu-
coselosung wurden mit VAR-Keimen einer Blutplatten-
kultur beimpft und 24 Stdn. bei einer Temperatur von
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37° bebriitet. Diese 20 Stimme (al bis t1) dienten
als Ausgangskulturen fiir 50 Subkulturen, die alle
unter gleichen Wachstumsbedingungen wie ihre Aus-
gangsstimme gehalten wurden. Eine Ose des Boden-
satzes wurde in das nachfolgende Kulturréhrchen ge-
bracht. Die Testung erfolgte auf einer halben Nihr-
agarplatte, auf welche eine Ose der zu priifenden Sus-
pension iibertragen und mit einem Spatel ausgestrichen
wurde. Die Bebriitungszeit der Platten betrug 24 Stdn.
bei 37°.

Am Ende der gesamten Versuchsreihe zeigte es
sich, da} nach 50 Passagen von 19 VAR-Kulturen
9 von J 1 iiberwachsen waren. Die VAR-Kultur d fiel
nach der finften Passage aus (s. Tab. 2). Der neue
Stamm trat zunichst in vereinzelten Kolonien auf.
welche bei den nichst folgenden Passagen zunah-
men, um schlieBlich VAR restlos zu verdrédngen.

—
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Abb. 2. Umschlige von VAR zu J 1 in Glucose-Bouillon. Die

Abszisse stellt die Anzahl der Passagen dar, die Ordinate die

VAR-Staimme a bis t in Glucose-Bouillon. Jeder Querstrich
bedeutet einen Umschlag von VAR nach J 1.

Die Haufigkeit des Auftretens von J1 erfolgte
anscheinend unregelmiflig. Sie konnte nicht auf
einen Mittelwert hinsichtlich der Verteilung auf je-
weils 10 Passagen gebracht werden, denn es er-
gaben sich innerhalb der ersten 10 Passagen 4 Um-
schlige, von der 10. bis zur 20. Passage 3 Um-
schldge, von der 20. bis zur 30. und von der 30. bis
zur 40. jeweils ein Umschlag. Eine deutliche Ab-
nahme des Aufretens von J1 nach dem Ende der
Versuchsreihe hin wurde beobachtet.

Die in Erscheinung tretenden haemin-autotrophen
Mikrokokken waren bis auf eine Ausnahme, namlich
die Passage 1, streptomycin-resistent und entspra-
chen damit der friheren Definition von J 1. Nur aus
der Kultur 1 kamen haemin-autotrophe Kokken mit
typischer Pigmentbildung und Katalasevermogen;
jedoch es fehlte das Merkmal der Streptomycin-
Resistenz gegen 1000 y/ml. (Die Streptomycin-Resi-
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stenz lag unter 10 y/ml.) Damit steht zur Diskus-
sion, ob es sich hier um eine Verunreinigung oder
um eine Form handelt, die im Sinne einer Riick-
mutation von VAR zu A zu deuten wire. Diese
Frage ware sehr schwer zu entscheiden und ist fiir
die vorliegende Fragestellung nicht von Bedeutung.

Wird diese umgeschlagene Kultur 1 in 1000 y/ml
Streptomycin-Bouillon gebracht, so ist nach 24 Stdn.
kein Wachstum, nach 48 Stdn. hingegen schwaches
Wachstum vorhanden. Die nichste Subkultur auf
Agar zeigte das hauchdiinne, fir VAR charakteristi-
sche Wachstum. :

Dieser Befund ist wohl am ehesten so zu verste-
hen, dal} innerhalb der haemin-autotrophen Popu-
lation haemin-heterotrophe VAR-Individuen mit-
gefithrt werden, durch die Streptomycin-Bouillon
selektioniert, sich nun allein entwickeln konnen.

Dies wiirde dafiir sprechen, daf} vielleicht auch
sonst bei dem Umschlag zu J 1 immer noch einzelne
VAR-Kulturen vorhanden sein konnen, dort aber
infolge der gleichzeitigen Resistenz von VAR und
J1 gegeniiber Streptomycin nicht in Erscheinung
treten.

Die Kultur ¢ mufite nach der 30. Passage ab-
gebrochen werden, da sie durch katalase-positive,
aber nicht streptomycin-resistente weifl wachsende
Kokken verunreinigt war. Es gelang zwar auch hier
durch Kultivierung in 1000 y/ml Streptomycin-
Bouillon die Variante VAR wieder herauszuziichten,
die Reihe wurde aber nicht fortgesetzt, da sie me-
thodisch hinsichtlich der fortlaufenden Bouillon-

passage damit unterbrochen war.

Dieser Versuchsreihe in Bouillon lief eine Blut-Bouil-
lon-Passage parallel:
Den je 4,5 ml Bouillon enthaltenden R6hrchen wurden
jeweils 0.5 ml eines 25-proz. defibrinierten Schafblut-
haemolysates zugesetzt. (In Vorversuchen hat es sich
gezeigt, dall diese Konzentration gutes Wachstum er-
moglicht.) Es wurden wiederum 20 Schwesterkulturen
angelegt, die ebenfalls iiber 50 Passagen verfolgt und
auf Agarplatten hinsichtlich ihrer Haemin-Autotrophie
gepriift wurden. Als Ausgangsstamm diente die gleiche
Blutplatten-Kultur wie fiir die oben beschriebenen Ver-
suche.

Bei diesen Vollbluthaemolysat-Passagen trat im Ge-
gensatz zu Bouillon niemals ein Umschlag nach J 1 auf.

Um ein Aufbringen von zu viel Haemoglobin auf
den Agar zu vermeiden, wurde folgende Methode an-
gewandt:
Aus dem Bodensatz des Rohrchens wurde eine Ose
Bakterien auf den Agar gebracht und mit einem Spa-
tel auf der halben Platte verteilt. Dabei war die Ver-
diinnung des Haemoglobins so stark. dal VAR nur
noch als Hauch wachsen konnte. Eventuell auftretende
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J 1-Kolonien hitte man dann ebenso wie einzeln ste-
hende Verunreinigungen gut erkennen konnen. Kata-
lase-positive Kolonien, die mitunter auf solchen Agar-
platten beobachtet wurden, erwiesen sich stets als Ver-
unreinigung durch Keime aus der Raumluft. Sie wur-
den abgegrenzt durch mikroskopische Préparate,
Wachstum auf Blutagar, Priifung der Streptomycin-
Empfindlichkeit in Bouillon mit 1000 y/ml Streptomy-
cin und Koagulaseprobe.

Nachdem in Vollbluthaemolysat-Passagen kein Um-
schlag nach J1 erfolgt war, wurde zur Einengung des
wirksamen Prinzips Vollblut fraktioniert. Entsprechend
der Haemin-Heterotrophie von VAR wurde die haemo-
globin-fithrende Erythrocyten-Fraktion verwandt:

Schaferythrozyten wurden durch 5-maliges Waschen
mit physiologischer Kochsalzlosung auf der Zentrifuge
von ihren Serumresten befreit. Nach Hdmolyse mit ca.
100 ml doppelt dest. Wasser wurden die Stromata der
Erythrozyten auf einer hochtourigen Zentrifuge ab-
getrennt, das iliberstehende Hamolysat dekantiert und
durch Seitz-E. K.-Schichten filtriert. Der Zusatz erfolgte
wie bei der Vollbluthaemolysat-Bouillon.

Die Ergebnisse von 50 Passagen sind analog
denen aus Vollbluthaemolysat-Bouillon, d.h. auch
hier wurde niemals ein Umschlag nach J 1 gesehen.

Da wir mit Hamolysat die gleichen Ergebnisse
erhielten wie mit Vollblut, bekam die nachste Bouil-
lonpassage reines Protohaemin, frei von anderen
Blutbestandteilen, zugesetzt. Das Protohaemin
wurde nach ScHALFEJEW ™7 gewonnen und war
zweifach umkristallisiert. Dem Ré6hrchen mit 5 ml
Bouillon wurden je 25y Protohaemin entsprechend
7,7+ 107 %m. zugesetzt.

Auch hier erfolgte niemals ein Auftreten der hae-
min-autotrophen Mutante. (Wegen der Eindeutig-
keit der Ergebnisse kann auf eine tabellarische Dar-
stellung der eben beschriebenen Versuche verzichtet
werden.)

Alle bisher erorterten Experimente zeigten, daf}
die Mutation zu J 1 nur in einem Milieu ohne Proto-
haemin in Erscheinung trat. Das Nichterscheinen
von J1 in protohaemin-haltigen Ndhrmedien laf3t
an folgende Griinde denken:

Erstens: Die Mutante entsteht, wird aber infolge der
besseren Wachstumsmoglichkeiten von VAR iiber-
wachsen.

Zweitens: Die Mutation entsteht gar nicht erst bei
Protohaemin-Gegenwart, weil dann fir VAR der
Reiz entfillt, die Haematinfermente selbst zu syn-
thetisieren.

* Die Préaparate wurden uns freundlicherweise von Herrn
Dr. Stecemany, Med. Forschungsanstalt der Max-Planck-
Gesellschaft Gottingen, zur Verfiigung gestellt.
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Einer direkten experimentellen Untersuchung ist
nur die erste Hypothese zugénglich.

Da Vorversuche mit nicht ndher definierten Ein-
saatmengen gezeigt hatten, dall aus einer kiinst-
lichen Mischung von J 1 und VAR nur J 1 in Bouil-
lon heranwachst, wurden nur Wachstumsversuche
mit definierten Mischungen durchgefiihrt.

VAR- und J1-Kulturen, in Bouillon geziichtet, wur-
den nephelometrisch auf gleiche Dichte eingestellt. Als
Ausgangsstimme dienten eine beliebige J 1-Kultur und
eine VAR-Kultur von der Blutplatte. Wir stellten von
der J1-Suspension fiinf Verdiinnungen in physiologi-
scher NaCl-Losung her. Die Konzentrationen verhielten
sich gegeniiber VAR wie 1073, 1074 107 10°¢,
1077. Es wurden 0,1 ml jeder Verdiinnung des J1-
Stammes zusammen mit 0,1 ml stets gleichbleibender
Konzentration von VAR in Bouillon, Blutbouillon,
Haemolysat-Bouillon und in Protohaemin-Bouillon ge-
bracht. In weiteren Passagen wurde nachgepriift, wel-
cher der beiden Stimme die Oberhand behielt.

Methodisch wurde folgendermaBen verfahren: Nach
gutem Durchmischen der Bouillon wurde eine Ose auf
das nichste Rohrchen iibertragen, 0,1 ml mit Hilfe
einer Pipette auf eine ganze Agarplatte gebracht und
die Suspension mit einem Glasspatel gleichméfig auf
dem Agar verteilt. Zur Kontrolle wurde J1 in allen
Konzentrationen allein in Bouillon geimpft.

Diese Versuche fithrten zu folgendem Ergebnis:
In Bouillon wurde VAR von allen Verdiinnungen
des J-1 schon nach fiinf Passagen restlos iiberwach-
sen.

Anders hingegen war das Verhalten in Blut-,
Haemolysat- und Protohaemin-Bouillon. Hier ver-
schwand J1 nach kurzer Zeit und zwar abhingig
von der eingebrachten Keimzahl. Die Keimzahl
wurde durch Auszahlung bestimmt. Es wurden 0,1 ml
jeder Verdiinnung auf der Agarplatte verstrichen.
Die Zahlung ergab 70 Keime fiir die hochste Ver-
dinnungsstufe. Unter Beriicksichtigung des Verdiin-
nungsfaktors berechneten sich fiir die Verdiinnung
1076 700 Keime, fiir 1072 7000, fur 10~* 70 000.
fir 1072 700 000 Keime.

In der Regel war nach maximal 8 Passagen die
Mutante J1 in allen protohaemin-haltigen Medien
von VAR iberwachsen. Nur die letzten zwei Ver-
suchsreihen in Protohaemin-Bouillon — J1: VAR
=107%:1 und J1:VAR=10"7:1 — zeigten
stets vereinzelte J 1-Keime. Dieses abwegige Verhal-
ten konnte durch die Experimente nicht geklart
werden.

" ScuavLresew, in: Garrermany-WieLano, Die Praxis des orga-

nischen Chemikers. S. 373. Berlin 1947.
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Um zu zeigen, dal} J1 vollig verschwunden war,
wurde mit einer Pipette moglichst das gesamte Sedi-
ment der letzten Subkultur in gewdhnliche Bouillon
verbracht und die nichste Passage auf der Agar-
platte gepriift. Auf Grund der fritheren Untersu-
chungen konnte vorausgesetzt werden, dall in die-
sem Milieu selbst vereinzelte J 1-Keime Gelegenheit
haben miifiten, heranzuwachsen und damit nach-
weisbar zu werden. Aber auch mit dieser Methode
wurde keine J 1-Kolonie mehr festgestellt. (Auf die
Wiedergabe der umfangreichen Protokolle wird ver-
zichtet. Sie konnen Interessenten jederzeit zur Ver-
figung gestellt werden.)

Unter Beriicksichtigung der Befunde 1d63t sich hin-
sichtlich der zuvor erwihnten Hypothesen sagen,
daB selbst dann, wenn die Einsaat von J1 um min-
destens vier Zehnerpotenzen hoher liegt als die
durchschnittlichen Mutationsraten, bereits nach we-
nigen Passagen das Wachstum vollig unterdriickt
wird.

Wenn es sich auch nicht nachweisen lafit, dafy J1
in protohaemin-haltigen Nahrboden entsteht, so
wird durch diese Versuche doch die zweite der oben
aufgefiithrten Hypothesen recht unwahrscheinlich.
Die einleuchtendendere Erkldrung fiir das Fehlen
von J1 in protohaemin-haltigen Nidhrboden bleibt
somit die Selektion zugunsten von VAR. Diese Er-
kldrung steht in vollem Einklang mit der Mutations-
lehre, und es gibt eine ganze Reihe dhnlicher —
obwohl nicht so krasser — Beispiele in der Litera-
tur:

Bei Salmonella typhimurium bewirkt die Amino-
siure Threonin den Ubergang in Formen, die sich
durch erhohte Threonin-Vertréglichkeit und grofBere
Virulenz gegeniiber der Ausgangsform auszeichnen.

Ein noch nicht isoliertes Stoffwechselprodukt be-
wirkt in Kulturen von Pasteurella tularensis das
Auftreten einer Mutante mit verdndertem Kolonie-
bild und verdnderter Virulenz. Dem Populations-
wechsel in Kulturen von Mycobaktertum tuberculo-
sis, Corynebakterium diphtheriae und Shigella
dysenteriae sollen d@hnliche biochemische Vorginge
zugrunde liegen.

Von Bunting ¢ sind fiir den Farbwechsel der Ko-
lonien von Serratia marcescens ebenfalls Stoffwech-
selfaktoren verantwortlich gemacht worden (Braux

und Mitarb.3).

8 E. Tuorery, unveroffentlichte Versuche.
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Um sicher zu gehen, daf} die Blut- bzw. Haemoly-
sat-Bouillon keine fiir J1 hemmenden Substanzen
besitzt, wurde J1 allein in beiden Substraten ge-
ziichtet und durch Ausstreichen auf Agar das Wachs-
tum hinsichtlich Haemin-Autotrophie gepriift.

Uber 8 Passagen zeigte J 1 keine Anderung sei-
ner Wachstumseigenschaften. Die Nihrmedien waren
gut und gleichmifig bewachsen.

In der gleichen Zeit also, in der J 1 beim Zusam-
menwachsen mit VAR aus diesen Substraten ver-
schwand, zeigte er beim alleinigen Kultivieren keine
Verinderungen.

Weiterhin wurde die Moglichkeit einer eventu-
ellen gegenseitigen Hemmung von VAR und J1
durch Lochplatten-Versuche und durch kreuzweises
Beimpfen beider Stimme gepriift:

1. Agarlochtest fiir VAR-Bouillon und VAR-Sediment:
J 1-Suspensionen in Bouillon geziichtet wurden auf
Néahragar und auf Blutagar ausgespatelt. Jede
Platte erhielt vier Stanzlocher, in welche mit einer
Pipette Blutbouillon, Haemolysat-Bouillon sowie
VAR-Sediment von Blutbouillon und VAR-Sediment
von Haemolysat-Bouillon gebracht wurde. Nach
24 Stdn. Bebriitung bei 37° konnten keine Hemm-
hofe beobachtet werden.

2. Agarlochtest fiir I 1-Bouillon und J 1-Sediment :

Das gleiche Experiment wurde an J 1-Bouillon und
-Sediment durchgefiihrt, wobei VAR, ebenfalls in
Bouillon gewachsen, auf Nahragar und auf Blut-
agar verteilt wurde. In den Stanzlochern befand sich
Blutbouillon, Haemolysat-Bouillon, J 1-Sediment
von Blutbouillon und J 1-Sediment von Haemolysat-
Bouillon. Auch hier zeigten sich keine Hemmhfe.

3. Kreuzweises Beimpfen von VAR und J1:

Auf der Blutagarplatte wurde in einem Impfstrich

die Variante VAR aufgetragen und in senkrechter

Richtung dazu J 1 ausgestrichen mit dem Ergebnis,

daB3 VAR sowie J 1 ungehindert wuchsen.

Es ist bekannt, da} zum Beispiel hemmende Sub-
stanzen in sehr viel niederen Konzentrationen in
flissigen Nahrboden wirken als auf festen. Diese
Erscheinung ist durch die verschiedenen Stoffwech-
selwege der Bakterien in Abhéangigkeit von den
Ziichtungsverhiltnissen bedingt (TaorerNS®, Woratz
und Tuorern?).

Das wiirde heilen, daB eine Substanz, die in un-
beliifteten fliissigen Nahrboden hemmt, bei Einwir-
kung auf Bakterien, die auf der Agarplatte wach-
sen, von diesen Bakterien abgebaut werden kann
und dadurch ihre Hemmwirkung verliert. Diese

9 H. Woratz u. E. Taorerx, Arch. Hyg. Bakteriol. 140, 176
[1956].
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Untersuchungen gestatten nur die Aussage, dal} sich
mit den von uns angewandten Methoden eine
Hemmsubstanz nicht nachweisen lie}, was aber kein
Beweis dafiir ist, dal diese Hemmsubstanz in fliissi-
gen unbeliifteten Nahrmedien nicht vorhanden sein
kann.

Besprechung der Ergebnisse

Bei der Betrachtung der Reihenpassagen von VAR
in Glucosebouillon, Blut-, Haemolysat- und Proto-
haemin-Bouillon ist besonders auffillig, da nur in
dem ersten Substrat das Auftreten haemin-autotro-
pher, streptomycin-resistenter Mikrokokkenkulturen
beobachtet werden konnte. Damit wurden die frii-
heren Ergebnisse der Reihenpassagen in Bouillon
und 1000 y-Streptomycin-Bouillon sowie auf Blut-
agar bestitigt, wo der neue Stamm J 1 nur in Bouil-
lon und in 1000 y-Bouillon, nicht aber in haemin-
haltigen Nidhrboden in Erscheinung trat. Die Ab-
grenzung der neu auftretenden Form gelingt, wie
schon beschrieben, sehr leicht an Hand ihrer drei
Merkmale: Streptomycin-Resistenz, gutes Wachstum
auf der Agaroberfliche und die Fahigkeit der Kolo-
nien, H,0, zu zerlegen. Die zuletzt genannte Fahig-
keit ist gegeben durch den Besitz eines spezifischen
Haematinfermentes, der Katalase. Da Jensex und
Tuorern® fanden, daB bei ausreichendem Proto-
haemin-Angebot stets die Komplettierung sowohl
des Atmungssystems als auch der Katalase erfolgte,
konnte im Rahmen dieser Untersuchungen der
Nachweis der Katalase als Kriterium fiir die Aus-
bildung der gesamten Haematinfermente benutzt
werden.

Die Ergebnisse der Experimente konnten bei der
ersten Betrachtung zu dem Schluf} fithren, dafl das
plotzliche Entstehen haemin-autotropher Bakterien
innerhalb einer sonst haemin-heterotrophen Popu-
lation abhingig von der Gegenwart oder dem Feh-
len dieses Wuchsstoffes wéire. Da man aber die Ent-
stehung der haemin-autotrophen Bakterien als Mu-
tation auffassen muf}, wiirde diese Erscheinung
gegen die zur Zeit giiltige Definition der Mutation
sprechen.

Eine Mutation ist
1. sprunghaft, d. h. plétzlich auftretend, und
2. in der Richtung durch Milieubedingungen nicht

beeinflufibar.

Der erste Teil der Definition trifft auch fiir das
Auftreten unserer haemin-autotrophen Art zu. Je-
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doch zum zweiten Punkt der Definition scheinen die

Ergebnisse in krassem Widerspruch zu stehen.

Bei Bakterien-Populationen ist nun der Einwand
zu machen, dafl solche Widerspriiche durch ver-
schiedene Wachstumsgeschwindigkeiten bedingt sein
konnen. Nach Braun? kann der Wechsel einer Bak-
terien-Population von folgenden Faktoren abhingig
sein:

1. Die Mutation der urspriinglichen Form zu der
»besser adaptierten Form in Abhangigkeit von
den Umwelteinfliissen.

2. Das Wachstum der Mutante in Abhéngigkeit vom
Wachstum der Ausgangsform.

3. Die Lebensfahigkeit der Mutante in Abhingig-
keit von der Lebensfdhigkeit des Ausgangsstam-
mes.

. Das Wachstum der Ausgangsform.

5. Die Lebensfdhigkeit der Ausgangsform.

['sN

Dieses will sagen: Das ,Nicht-in-Erscheinung-
treten” der haemin-autotrophen Bakterien braucht
nicht abhéngig zu sein von einem Nichtvorkommen
dieser Mutation! Es konnen vielmehr bessere
Wachstumsbedingungen der VAR-Population bei
Angebot von Protohaemin sowie die geringe Muta-
tionsrate von 1076 bis 1078 dafiir verantwortlich
sein, daf} hier die haemin-autotrophe Form niemals
weit genug heranwéachst, um mit unseren Methoden
erfallt werden zu kénnen.

Zur Klirung der eben geschilderten Verhaltnisse
wurden die im zweiten Teil der Methodik aufgefiihr-
ten Versuche angestellt.

Diese Uberwachsungs-Versuche bestitigen den
obigen Einwand. In Glucosebouillon wurde die
haemin-heterotrophe Variante VAR vom haemin-
autotrophen Stamm J1 iiberwachsen, selbst wenn
dessen Zahl im Verhaltnis zu VAR der Mutations-
rate von etwa 1077 entsprach. Erfolgte dagegen die
simultane Einsaat von VAR und J 1 in protohaemin-
haltigen Nahrmedien, wie Blut-, Haemolysat- und
Protohaemin-Bouillon, so behielt stets VAR die
Oberhand, auch dann, wenn die Zahl der J 1-Bakte-
rien um vier Zehnerpotenzen héher lag als die Mu-
tationsrate.

Diese Ergebnisse lassen folgenden Schluf} zu:
Haemin-Autotrophie ermoglicht in einem Néhr-
boden, der frei von Protohaemin und spaltbaren
Kohlenhydraten ist, besseres Wachstum als Proto-
haemin-Autotrophie, wie sich fir A und VAR bei
Wachstum in Caseinpepton augenfillig erwiesen
hat (Jensex und Tuorern®).



506

In protohaemin-haltigen Ndhrmedien dagegen
kann VAR seine Haematinfermente nach dem der-
zeitigen Stand der Untersuchungen ebenso gut aus-
bilden wie J1 und hat durch zahlenmiBige Uber-
legenheit die Oberhand.

Das Auftreten bzw. Nicht-Auftreten von J 1-Bak-
terien konnte durch diese Untersuchungen geklart
werden. Es gelang aber nicht, einen Anhalt zu fin-
den, warum die gleichzeitig eingeimpiten J 1-Bakte-
rien bei den Uberwachsungs-Versuchen in den proto-
haeminhaltigen N&hrboden im Verlaufe weniger
Passagen vollig verschwanden. Der Nachweis einer
durch VAR produzierten extrazelluliren Hemmsub-
stanz konnte ebenso wenig erbracht werden, wie der
einer gegenseitigen Beeinflussung ihres Wachstums
bei kreuzweisem Ausstreichen auf der Blutagar-
platte.

Die Beeinflussung der ] 1-Bakterien durch VAR
gehort vielleicht in das noch weitgehend ungeklarte
Gebiet der Symbiose und Antibiose von Bakterien-
Mischkulturen. Eine &dhnliche Erscheinung ist auch
von Milzbrandbazillen bekannt, die mit E. coli-Kul-
turen zusammen kultiviert werden. Es kommt dabei
zum Verschwinden des Bacillus anthracis (GiiLis-
SENY).

Ferner wird von einer gegenseitigen Beeinflus-
sung zwischen S- und R-Formen von Brucella abor-

A. WACKER UND D. PFAHL

tus berichtet. In Kulturen von Brucella abortus mit
vorwiegend S-Formen kommt es zum Auftreten von
R-Formen, die bei lingerem Stehen der Kultur die
Oberhand gewinnen. Dieses Phénomen ist durch
Alanin bedingt. S-Zellen bilden wihrend ihres
Wachstums Alanin, das fiir sie selbst toxisch ist.
R-Zellen hingegen sind fiir Alanin wenig empfind-
lich und bilden auch weniger Alanin. Durch dieses
Stoffwechselprodukt wird die Vermehrung der S-
Zellen gebremst, so daf} sich die in der Minderzahl
vorhandenen R-Zellen entwickeln kénnen. In einer
Mischkultur von iiberwiegend S-Formen wird daher
mit dem Anstieg des Alanins gleichzeitig ein Anstieg
der R-Zellen, und umgekehrt bei einer Mischkultur
von vorwiegend R-Formen ein Anstieg der S-Zellen
beobachtet (Braux und Mitarb.3).

Die Ergebnisse lassen fiir das Arbeiten mit VAR-
Kulturen folgenden Schluf} zu:
Um eine gleichmaflige haemin-heterotrophe Popu-
lation zu erhalten, ist die Fortziichtung des VAR-
Stammes auf protohaemin-haltigen Nahrboden er-
forderlich. Sie allein gewahrleisten nach diesen Er-
fahrungen das Nichtauftreten von haemin-autotro-
phen Zellen. deren voll ausgebildete Haematinfer-
mente die Versuche iber die Komplettierung des
Atmungssystems von VAR-Suspensionen in ruhen-
dem Zustand nach Protohaemin-Zusatz stéren wiir-
den.

Uber die Biosynthese von Thymindesoxyribosid bei Bakterien

Von Aporr Wacker und DoOrTHE PranL

Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Berlin, Berlin-Charlottenburg
(Z. Naturforschg. 12 b, 506509 [1957] ; eingegangen am 14, Mai 1957)

Wie mit Uridin uniform C markiert gefunden wurde. wandelt B. coli 113 —3, sowohl mit Vit-
amin B, als auch mit Methionin als Wuchsstoff, die Base in Thymin und Cytosin um. dagegen nicht

die Ribose in Desoxyribose.

In Fortfihrung der Arbeiten iiber die Biosynthese
des Thymins! mit isotopen-markierten Verbindun-
gen haben wir nunmehr auch mit Uridin-[**C] uni-
form markiert die Biosynthese des Thymindesoxy-
ribosids untersucht.

Nachdem wir zeigen konnten. dall Uracil unter
Mitwirkung von Folsdure in Thymin umgewandelt

' F. Weveann. A. Wacker., A. TressT u.
Naturforschg. 9b. 764 [1954].

O. P. Swosona. Z.

wird, war es nun von Interesse, die Bildung der Des-
oxyribose niher zu studieren. Es lag nahe, in der
Ribose einen Vorliufer der Desoxyribose, bzw. in
den Ribosiden Vorldufer der Desoxyriboside?® zu
vermuten.

Bei der Bildung der Desoxyriboside diirfte dem
Vitamin B, eine besondere Rolle zukommen. Wir

2 P. M. Ror.. H. WeinreLp. E. Carorr u. G. B. Browx, J. biol.
Chemistry 220. 439 [1956]: P. M. Ror.. H. WeiNFELD u.
E. Carorr. 220. 455 [1956] : 1. A. Rose u. B. S. ScHWEIGERT,
202. 635 [1950].



