Deutung der Beobachtungen iiber den

Pleomorphismus von Sarcina flava.
Von FRITZ KLIMMEK und HERMANN ZIEGENSPECK.

Am leichtesten ist es bei allen Bakterienbeobachtungen,
dem Untersucher den Vorwurf der Verunreinigung zu machen
und irgend eine Fremdinfektion anzunehmen. Dieser Umstand
bedeutet einerseits ein Hinausschieben, denn die Formen der
vermeintlichen Fremdinfektion gehen in die ganz abweichenden
Typen, wie améboide Formen, unverkennbar iiber; andererseits
ist damit eine Erklirung iiber die ganz eigenartige Infektion mit
Kérnchen abweichender Tingierbarkeit nicht im geringsten ge-
geben. Die anfangs muchnegativen Sarcinen werden muchpositiv
und dazu noch an einer Zelle derselben Sarcina. Das kann man
schlechthin nie als eine Fremdinfektion deuten. Zweitens haben
wir gerade bei unseren Kulturen Zusserst sauber gearbeitet und
jede einmal geoffnete Platte fiir immer verworfen. Also diesen
Einwand der Verunreinigung miissen wir als boswillig ablehnen.

Derjenige Forscher, welcher genetisch gerichtet ist, wird
das Erscheinen der muchpositiven Formen einfach als Muta-
tionen auffassen. Er wird darauf hinweisen, dass gerade in
Sarcinakulturen Mutationen die Regel sind. Auch wir haben
in unseren Kulturen eine weisse Form nach Art eine Sektors
auftauchen sehen, und diese konstant gefunden. Er wird gerade
das nesterartige Auftreten dieser Mutation willkommen betrachten.
Gewisse Schwierigkeit wird erstens das Gleichbleiben dieser
Muchnegativitit auch bei der weissen Mutante bereiten. Zweitens
konnten wir trotz vielen Plattens nie eine ganz junge Kultur
bekommen, die nur muchpositiv oder negativ war, sondern es
war zuerst immer die Kultur muchnegativ, dann kamen die
positiven Nester heraus. Das Erscheinen der anderen Formen,
wie Mikrostdbchen, Keulenformen, Amoben, Zysten, kleinen Plas-
modien wird schon schwieriger als Mutation zu erkldren sein.
Ausserdem hitten unsere Plattenversuche und Plattenfixationen
uns ausgedehnte Nester von solchen abnormen Formen in Rein-
kultur ergeben miissen. Das ist nicht der Fall. Wir lehnen daher
diese bequeme Deutung durch eine Mutation schon im Hinblick
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auf die nicht sicher nachgewiesene Sexualitit ab, obwohl ja
diese nicht ein unbedingtes Hindernis sein muss, und wir ja auch
die Entstehung einer weissen Form ohne irgend welche gestalt-
lichen Abweichungen beobachteten, Die muchpositiven Formen
konnten nun noch eine andere Deutung nach sich ziehen, die
wir hier auch einmal durchdenken wollen. Es wire etwa im Sinne
von A. Meyer denkbar, dass die Sarcinen diese Reservestoffe
zunichst in kleinen Kérnchen ablagern, die muchpositiv sind.
Diese schwellen dann an und konnten vielleicht den Ring- und
Vakuolenformen den Ursprung geben. Gegen diese Deutung
spricht die Entleerung der Zellen, wie ja iiberhaupt die leeren
Hiillen eine ganze Reihe von Deutungen unwahrscheinlich machen.
Fiir gewohnlich pflegt man die abweichenden Formen in
alten Kulturen als Involutionsformen abzutun. Es ist nun erstens
auffillig, dass diese ,krankhaften* Formen gerade bei Sarcina
flava nicht durch Schidigung der Kultur bei Hitze oder Lithium-
chloridzusatz sich vermehrten. Auch bei einer weissen Sektor-
mutante, die in unseren Kulturen auftrat, war es nicht moglich,
eine Vermehrung der bei Sarcina bei starker Reinigung so sel-
tenen Involutionsformen nachzuweisen, Wir werden also aus diesen
Griinden die sehr einfache Deutung als Involutionsformen ablehnen.
Fine neue Arbeit, die Habilitationsschrift von Kliene-
berger,*) ist diesen relativ einfachen Weg gegangen. Man kann
sogar noch ganz modern sein und die Eigentiimlichkeit des ziicht-
baren Fermentes des Bakteriolysins heranziehen, und damit die
Ursache der Involutionsformen erklidren. Die Schidigung durch
das Lithiumchlorid wird nun in vielen Féllen fiir diese Involutions-
formen besonders verantwortlich gemacht. Es ist nun aber nicht
richtig, dass diese Erscheinungsformen ohne Lithiumchlorid nicht
auftreten. Sie pflegen bei der Mehrzahl der Bakterien bei Zusatz
von LiCl. hiufiger zu sein, bei manchen Rassen und Formen
wird man sehr lange suchen miissen, aber man findet die Formen
dann auch. Gerade bei der allerdings sehr vielgestaltigen Gruppe
des Coli hat in unserem Institute schon vor dem Erscheinen
der Klieneberger’schen Arbeit Fliegel die Formen ohne
Lithiumchlorid einwandfrei gefunden und nachgewiesen. Vielfach
sind sie dann allerdings nicht mit einem Blicke durch das Mi-
kroskop zu sehen, man muss eben ziemlich lange suchen.

*) E. Klieneberger: Bakterienpleomorphismus und Bakterienentwick-
lungsginge. (Ergebnisse der Hygiene.)
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Man kann ferner das PH fiir die Erscheinung heranziehen.
Das geht nun aber gerade bei Sarcina nicht, denn die neu-
tralen jungen Kulturen haben gerade die ,Siurewirkung* und
die alten nicht mehr.

Auch die Lithiumtheorie ist durch unsere Versuche zu
erledigen. Unsere Sarcina hat gerade gar keine Reaktion auf
LiCl. gegeben. Es waren die Formen gleich hiufig, einerlei ob
wir Li Cl. anwendeten oder nicht,

Wir miissen also die Erscheinung des Pleomorphis-
mus der Sarcinen als aus sich beraus, als endogen bedingt
annehmen. Wenn wir die Involutionstheorie ablehnen, so kénnen
wir uns auf einen rein skeptischen Standpunkt stellen und gar
keinen Deutungsversuch unternehmen. Das ist der bequemste
und einfachste Weg,

Einen anderen Weg geht die Schule von L6hnis, Alm-
quist und Enderlein. Diese wiirde in dieser Erscheinung
die Auswirkung einer ganz eigenartigen Sexualitit erblicken, Im
Lichte dieser Gedankenginge wiirde man sagen: die grossen
Riesenformen sind Gonidangien grossen Umfanges, aus ihnen
gehen sehr kleine filtrierbare Schwirmformen hervor. Diese
konnten sich unter Anschwellen in Sarcinen zuriickverwandeln.
Das ist allerdings nicht beobachtet worden. Die Siegelringformen
wiirde man als Zysten betrachten, die, auf generativem Wege
erzeugt, nun nach der Ruhezeit ebenfalls zu filtrierbaren Sarcinen
keimen wiirden. Die Umwandlung wiirde genau die gleiche sein
wie bei den Gonidangien. Beobachtet ist sie nicht. Die Sarcinen
wiren imstande, filtrierbare Formen zu erzeugen und die leeren
Hiillenbliebenals entleerte Sporangien zuriick. Daneben vermégen
aus den Sarcinen Mikrostibchen zu entstehen, die ebenfalls wieder
in filtrierbare Sarcinen zerfallen kénnten, oder sich als Mikro-
gameten zu Symplasmen kleinen Umfanges umwandeln kénnten.
Weiterhin gibe es Mikrogameten, die durch Vermischen sich
ebenfalls in Symplasmen umwandeln kénnten. Diese wiirden hier
allein zur Zystenbildung schreiten, genau wie in der Regel die
Entwicklung der Riesenformen ebenfalls zu Zysten fiihrt, Gegen
diese Deutung weist das Fehlen der Beobachtung des Ueberganges
der filtrierbaren Formen (siehe die Arbeit von Smit) in Sarcinen
weder im Experiment noch im Praparat. Der ganze Kreislauf
wire zudem reichlich verwickelt. Die Sexualitit miisste hier
relativ selten sein.
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Als letzte unserer Ansicht nach wahrscheinlichste Deutung
wire die im Sinne von Kuhn und unserer Arbeitshypothese. Wir
miissten dann streng unterscheiden zwischen dem Kreislauf des
Bakteriums und dem eines in ihm lebenden Parasiten (Petten-
koferien). Alle dem Bakterium eignenden Formen sind much-
negativ gefarbt, was natiirlich fiir unseren Fall nicht allgemein
gilt. Das Bakterium keimt aus einer Dauerform der stark
lichtbrechenden Sarcina dadurch, dass sich nur sehr kurze Zeit
einzellige Kokken als ,,Schwirmer“ bilden. Sehr bald gehen
diese in Doppelstadien iiber. Das Einschalten von Stabformen
haben wir auch nach Zugabe von Li Cl. nicht beobachten kénnen,
wobei nicht gesagt ist, dass vielleicht bei anderen Formen unter
anderen Bedingungen nicht eine Stabform als erster Schwarmer
erscheinen kann. Die Diploform (2) geht in die Tetraform (4),
diese dann weiter in das 16er und 32er Stadium iiber. Hierbei
werden die Einzelzellen verkleinert, wie das ja im allgemeinen
bei lingerer Kultur von Bakterien der Fall ist. Bei Ueberimpfung
auf frische Béden und am Rande der Kultur konnten wir immer
die grossen Einzelzellen sehen. Beim Altern der Platten und dem
Schwinden der vegetativen Entfaltung des Rasens kommen Dauer-
formen heraus. Es hiufen sich irgend welche Reservestoffe inner-
halb des noch rot gefirbten Plasmas an. Gleichzeitig damit
bemerken wir ein Aufgeben der nahen Beziehungen der Zellen
im Sarcinaverbande, die Zellen isolieren sich und vereinzeln
dadurch mehr. Die Inhaltsstoffe hiufen sich sehr stark an und
wir bekommen die stark lichtbrechenden Sarcinen, die eine Art
von Dauersporen darstellen. Bei der Aussat solcher alter Sarcinen
geht aus der Einzelzelle ein neues Sarcinapaket hervor,

Neben diesem Formenkreislauf 1auft der Entwicklungszyklus
der Parasiten des Bakteriums. Alle diese Glieder sind
durch den Gehalt von Ké6rnchen, ja manchmal sogar
von sehr kernartigen Gebilden ausgezeichnet. Der Ausgang bildet
hier die Dauerform des Parasiten, die Zyste oder Siegelringform,
wie wir sie in Parallelisierung zu Azotobakter nennen wollen.
Aus dieser keimt unter Ausbildung einer améboiden Form ein
Bruchsack, der lauter winzige Korner entsendet. Eine feinere
Gestaltung war kaum zu beobachten, Das muss aber nicht
immer der Fall sein. Es kounen auch mehr langgestreckte
Mikrostdbchen herauskommen. Diese tragen in ihrem Innern
ebenfalls die muchpositiven Kornchen. Diese Mikrostibchen
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wandeln sich bald in die sogen. Rosenkranzform um und
zerfallen danach in Koérnchen. Inwieweit die Erzeugung von
Mikrostabchen eine Jugendschwirmform darstellt, die durch
die Anwesenheit von Bakterien zur Bildung von Infektionstrigern
Anlass gibt, ist nicht mit absoluter Sicherheit zu entscheiden.
Wir fanden die Kornchen im Lebendprédparat bei Vitalfirbung
den Sarcinen anliegend, desgleichen auch beim Platten-Fixa-
tionsverfahren. Die Kérnchen hoben sich absolut deutlich durch
ihre muchpositive Farbung von den Sarcinen ab. Nach unseren
Beobachtungen findet dieses Anliegen nie an stark lichtbrechende,
ja sogar nie an Ringsarcinen statt, deren Einzelzellen sich abge-
grenzt und eine schleimige Hiille von gewisser Ausdehnung um
sich erzeugt haben. Diese Sarcinen waren dann ,,immunisiert*,
Das kann uns auch die geringe Verbreitung dieser Erscheinungs-
formen in dlteren Kulturen erkldren. Die Sarcina wire als nur
in der jungen noch diinnbehiuteten Form fiir diesen Erreger
infizierbar. Sicher finden wir dann diesen Erreger innerhalb der
Zellen. Sehr hidufig beobachteten wir ein Abnehmen des firb-
baren Inhaltes der Sarcinen. Von der Kontrastfarbe, die bei
kleinen Kornchen noch deutlich eine Umrandung zeigt, finden
wir spiter nichts mehr, Oft ist nur eine einzelne Zelle des Sar-
cinenpaketes infiziert, oft aber auch mehrere. Innerhalb der
Einzelzelle kann es nun zu einer Vermehrung der Kornchen
kommen. Diese k6nnen die Einzelzelle verlassen. Vielfach konnten
wir vollig leere Zellen mitten in gefiillten Paketen beobachten,
oft Kérnchen ausserhalb der Zelle, durch die Muchfdarbung deut-
lich zu sehen., Nicht immer aber muss die Infektion der anderen
Zellen von aussen erfolgen. Wir konnten oft ein Uebergreifen
der Ko6rnelung von einer Zelle in die anderen beobachten. Das
Kennzeichen der Kornelung mit muchpositiver Natur ist das
Zusammenliegen in Nestern. Auch solche Nester liessen sich
beobachten, die innen aus leeren Zellen gebildet waren, beson-
ders schén von muchpositiven Sarcinen umrandet.

Wenn die Kulturen altern, also lichtbrechende und Ring-
sarcinen erscheinen, dann pflegen diese Erscheinungsformen
immer seltener zu werden. Wir finden dann voriibergehend die
Mikrostiabchen auftauchen, die ebenfalls in K&rnchen zerfallen.
Je élter die Kulturen werden, desto weniger Befall finden wir
im allgemeinen. Dafiir beobachten wir Verschmelzung der Stib-
chen und Anschwellen zu Keulenformen, die immer umfang-
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reicher werden. Besonders die Kérner nehmen unverkennbar an
Grosse zu. Aus Sarcinen koénnen dann auch unmittelbar
grissere Formen, also am&boide Gebilde ausschliipfen. In diesen
finden wir ein einziges grosses Korn, und haufig ist die Farbung
derart, dass ein Hof um das Korn lagert, darauf folgt nach aussen
eine Verdichtung in Ringform. Das Ganze hat eine gewisse
Aehnlichkeit mit einem Kerne. Die Amoében-Formen haben wir
nie in grosser Zahl, aber doch ca. 83—4 Stiick zusammenliegend
gefunden. Das Verschmelzen zu kleinen ,,Plasmodien* ist zu
beobachten. Aus diesen bilden sich die ovalen Zysten, die hier
andere Gestalt als bei Azotobakter besitzen. In ziemlich
alten Platten werden auch diese Formen sehr selten, Die Ring-
sarcinen beherrschen in iiberwiegender Zahl das Gesichtsfeld.
Nun kommt etwas ganz Unerwartetes heraus. Es finden sich
abnorme Formen, die Zelle der Sarcina schwillt an, man
mochte glauben, dass die Zellen nun nacheinander von den
Parasiten angefallen werden. Vorn an der Spitze haben diese
Involutionsformen einen hiufig rot firbbaren Pol, hinten riicken
die Kornchen nach, Hierbei ist das Hinterende vielfach véllig
leer. Diese Formen kénnen ganz grosse Gebilde erzeugen. Der
unvoreingenommene Beobachter konnte an unendlich kleine
Pilze glauben, aber die Dimension ist fiir diese zu klein und
wir haben nie bei unserer sauberen Arbeit einen Schimmel
oder gar irgendwie umfangreicheres Mycel gesehen. Aus diesen
»Gonidangien haben wir zumeist Zysten hervorgehen sehen.
Seltener scheint ein korneliger Zerfall einzutreten. Niemals aber
haben wir daraus richtige Sarcinen wieder entstehen sehen. Das
wiaren also richtige Involutionsformen, hervorgerufen durch eine
Art Gallenbildung aus der Sarcina durch den Parasiten,
Besonders hervorheben miissen wir in diesem Zusammen-
hange die grosse Seltenheit der spiteren Formen in éElteren
Sarcinakulturen, die gar keine Degenerationserscheinungen
makroskopisch und auch bei schwachen Vergrdsserungen auf-
wiesen. Von einer Knopfbildung, Runzelung oder anderen Er-
scheinungen war gar keine Rede. Die Sarcina war entweder
durch unser sehr haufiges Platten von den spezifischen Er-
regern befreit, oder diese Rasse oder Art zeigte eben einen Befall
nur in der allerjiingsten Wuchsform, wobei wir allerdings nie
vergessen diirfen, dass in der Natur solche grossen Bakterien-
massen viel seltener erzeugt werden als in unseren Platten. Das
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mag wohl das Abkultivieren in den Laboratorien hervorrufen.
Wir sehen solche Gleichgewichte von Lebewesen mit ihren
Parasiten in Makro- und Mikrosiedlungen immer gewahrt,

Die in der Arbeit von K1im m ek angefiihrte Literatur kann
leicht auf diesem Wege geklart werden. Ja wir mé6chten glau-
ben, dass gerade die Behandlung der Bakteriophagie vom Gesichts-
punkte der Morphologie zu dieser Deutung dringt.

Die Versuchshypothese, die Ziegenspeck mit Koch
unter dem Einfluss von Kuhn entwickelt hat, hat sich bisher
mit der Prizisierung der Kreisldufe bewahrheitet. Wir mé6chten
auch diesen Baustein in diesem Sinne als ein Indizium fiir
diese Arbeitshypothese gewertet wissen,

Wollen wir diese vielleicht kurz umreissen, so kénnen wir
sie als eine Kombinatiou der L6 hnis’schen Zyklen-Auffassung
mit der Phagentheorie bezeichnen. Es lassen sich durch die
Annahme der Ueberlagerung der Morphologie der Bakterien
durch die eines Myxomyceten die Tatsachen gut in Einklang
bringen. Ein Gedankengang dhnlicher Art ist bereits von v. Preiss
gedussert worden, nur ist da unklar, was die Formen erzeugt,
v.Preissneigt immer noch etwas dazu, die nicht genau studierten
Formen als eine Art Involutionsform unter Einwirkung des Bak-
teriophagen zu deuten.

Zur Illustration, wie wir alle Erscheinungsformen in einer
Hypothese zusammenfassen, haben wir ein Bild wiedergegeben,
das mit dem in Wilke's Arbeit verglichen, ausser der grossen
Achnlichkeit in den Hauptziigen doch seine spezifischen Unter-
schiede aufweist,
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