Ueber den Pleomorphismus

bei Sarcina flava,
von FRITZ KLIMMEK.

Einleitung.

In dem Botanischen Institut zu Konigsberg sind eine Reihe
von Untersuchungen unternommen worden, die sich mit der Variation
von Bakterien-Formen beschiftigten, Es wurden auf diese Weise
mehr oder minder volistindig behandelt: Durch Max Kochl):
Bacillus mesentericus, durch Fliegel?): Bacterium coli,
durch Wilke3): Azotobakter chroococcum, durch Borm#):
dieN-sammelndenEndophyten von Alnusund Hippophaé,
durch Rammelsberg?: Bacterium chitinovorum, durch
Harder$): Nitrosomonas.

Es lieflen sich bestimmte Entwicklungsfolgen und Zyklen
zeigen, die sowohl auf der Platte wie auch innerhalb pflanzlicher
Zellen auftreten. Der Pleomorphismus dieser Bakterien ist somit
sicher festgestellt.

Die Ergebnisse sind zum Teil mit uns, gleichzeitig zum Teil
schon vor uns durch Kuhn?), Léhnis8), Almquist9), Ender-
lein10) und K. B. Lehmann1l) festgestellt worden.

Ueber die Deutung dieser Ergebnisse kann man verschiedener
Meinung sein. Man kann sie als Lebensformen der Bakterien selbst
auffassen, man kann sie als Sexualformen derselben deuten, wie
es Lohnis, Almquist und Enderlein getan haben, oder man
kann sie als durch Parasitismus erzeugt ansehen, wie es die Ver-
suchshypothese von Kuhn und die von Ziegenspeck will
Dann mufl man zwischen dem Kreislauf des Bakteriums und dem
seines Parasiten (oder seiner Parasiten?) unterscheiden. Ja, man
kann endlich, wie es K. B. Lehmann tut, einen skeptischen
Standpunkt einnehmen. Das eine aber steht fest: es gibt einen
Pleomorphismus, wobei eventuell die Frage offen bleibt, wie er
entstanden ist.

K 99



Wir nahmen uns daher vor, an einem anderen Objekt als
den bisher untersuchten Bakterien die Innenvorginge genau zu
studieren. Veranlalt durch die Untersuchungen eines Schiilers
K. B. Lehmanns, Herrn Privatdozenten Dr. Schmidt-Kehl1?),
nahmen wir eine Sarcina. Die Untersuchungen sind zumeist
bisher an stabférmigen Bakterien vorgenommen oder doch an
solchen, die zeitweise diese Gestalt aufweisen, wie Azotobacter.
Von den Sarcinen ist nun seit langem eine grofle Bestindigkeit
der Gestalt bekannt, es bestand daher eine gewisse Aussicht,
hier unter Umstidnden einen Mangel an solchen Formen zu finden,
wenn nicht gar die Hoffnung sich erfiillte, dal} die Sarcinen sich
als frei davon erwiesen. Gerade die Sarcinen der verwendeten
Art zeichnen sich durch nur gering bemerkbare Abkultivierbarkeit
aus. Wenn man irgendwo, die Parasitenhypothese angenommen,
einen geringen Befall erwarten konnte, so war es hier. Aullerdem
sind die Sarcinen besonders dadurch bekannt, dall man sogen.
Mutationen bei ihnen oft vorfindet. Wenn man den Gedanken-
gingen der Sexualitit folgt, so miillften die Erscheinungen des
Pleomorphismus hier besonders reichlich auftauchen, wodurch
die Moglichkeit zu Bastardierungen besonders gegeben wire, und
damit zu einer Bildung von neuen Formen oder gar zu einer
wirklichen Mutation. Wenn aber keine solche Erscheinungen vor-
handen sind, so mull das wieder ein interessantes Licht auf die
Mutation werfen, welche dann hier, wie man schon frither vor der
Kenntnis der vermeintlichen Sexualitit annahm, nichts mit der
Kreuzung zu tun hat. Es sei kurz auf den geschichtlichen Teil
der Sarcina-Forschung eingegangen.

Schon im Jahre 1842 wurde von Goodsir13) fiir eine im
Mageninhalt eines Kranken gefundene Bakterienart der Name
Sarcina eingefiihrt und 1881 von Zopf den Coccaceae zu-
geordnet. Nidgeli hatte die Sarcinen noch als ganz scharf charak-
terisiert angesehen, jedoch konnten durch Lehmann und Neu-
mann'4) Ueberginge zu den Mikrokokken deutlich gefunden
werden. Artur Meyer') und sein Schiller Ellis16) zeigten
Eigenbewegung bei allen Formen und belegten diese durch gute
GeiBelpraparate. Die Sarcinen sind also l.ebewesen, die durchaus
nicht so eintdnig sind, wie es auf den ersten Blick erscheint.
Auch Sporen sollen bei ihnen vorkommen, wie die letztgenannten
Autoren angeben. Matzuschital?’) konnte sogar vereinzelte
langgestreckte Formen nachweisen und Loéhnis fand Neigung
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zum Uebergang in kurze und lange Stibchen. Schlielilich wollen
wir wortlich die Zusammenfassung von Schmidt-Kehl zitieren:

»Der Uebergang von grampositiven Sarcinen (Sarcina lutea
und agilis) in gramnegative Stibchen und deren Riickverwand-
lung in Sarcinen wurde beobachtet. Ausgegangen wurde sowohl
von den iiblichen Reinkulturen als auch von Reinkulturen, die
aus Einzellkulturen abstammten. Die Aenderung der Form kam
auf festen und fliissigen Nihrboden zustande und trat bei Ein-
wirkung von Lithiumchlorid rascher, ohne diesen Reiz langsamer
ein; sie erfolgte sprunghaft ohne Ueberginge. Von den gram-
negativen Stibchen wurden Einzelkulturen angelegt; in den aus
ihnen stammenden Kulturen erfolgte ohne besondere Reize die
Riickverwandlung in Sarcinen mit allen Eigenschaften der Aus-
gangsform®.

Durch diese griindliche und, wie sich mein Lehrer Ziegen
speck auf Grund von Priparaten iiberzeugen konnte, auch un-
bedingt richtige Untersuchung, ist eine Mutation der Bakterien zu
Stabformen sehr wahrscheinlich, wenn. nicht gar sichergestellt. Es
erhebt sich nun die Frage: Gehoren diese Stabformen wirklich
zu den Sarcinen, oder sind nicht andere Erscheinungsformen wie
die sogenannten Mikrostibchen bei Azotobacter vorhanden?
Letztere gehoren dann entweder zu den Sexualformen der Bak-
terien nach L 6hnis oder zu den Parasitenformen nach Wilke
und Ziegenspeck. Es stehen fir die Deutung der Arbeit von
Schmidt-Kehl, wie das ja auch K. B. Lehmann in skepti-
scher Weise betont, eine Reihe von Deutungsmoglichkeiten offen.

1. Es handelt sich um eine vegetative Mutation der Sarcinen
in Stabformen, die eine wirkliche Neuerzeugung wire.

2. Es handelt sich um eine nur selten zu beobachtende
Schwirmform der Sarcinen. Wie bei Azotobacter konnte bei
den Vorfahren der Sarcinen eine Schwirmform von Stabgestalt
vorhanden gewesen sein, die sich dann spiter in eine Kugelform
und dann Sarcinaform umgewandelt hitte. Die untersuchte
Sarcina wire nun eine Form, die nur sehr selten diese Schwarm-
form bildet. Viellcicht konnte gerade die Schadigung durch Lithium-
chlorid sich so auswirken, daf} eine sonst nur voriibergehend ent-
faltete Gestaltung, eine sonst sehr rasch iibersprungene Jugendform
dauernd gemacht wird. Wir kennen bei hoheren Lebewesen ja
solche Dinge sehr gut. Wir erinnern nur an Moose, wo bekannt-
lich durch geringes Licht und andere Schadigung solche Jugend-
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formen dauernd werden. Es wiirde sich bei dieser Deutung als
unbedingt notwendig herausstellen, die Entwicklungsgeschichte aller
Sarcinen aufs Genaueste zu studieren.

3. Die Sarcinen sind Formen, die nur sehr selten eine
»oexualitit® besitzen, und diese auf Grund besonderer Reize etwas
vermehrt erscheinen lassen. Fiir gewdhnlich sieht man keine solche
dem Sexualkreislauf angehorenden Gestalten. Auf Grund von
Schiadigungen oder anderen #ufleren Anreizen konnten solche
»Sexualformen® herauskommen.

4. Es handelt sich vielleicht um Formen, die irgendwie als
Folge von Parasitismus auftauchen. Es kann sich dabei um Er-
scheinungsformen des Parasiten handeln, bei denen man die Inhalts-
bestandteile der Parasitenkdrnchen sehen miiflte.

5. Es handelt sich eventuell um Riesenformen, die infolge
des Parasitismus aus den Bakterien gebildet werden und die nicht
den Parasiten fiihren.

Wir sehen also, daf§ eine genaue Verfolgung des Pleomorphis-
mus der Sarcinen unbedingt nétig ist, um vielleicht in diese sehr
interessanten Fragen ein Streiflicht zu werfen, wenn man auch
noch nicht zu einer endgiiltigen Losung vordringen kann.

Nicht iiber diese behandelte Gruppe von Sarcinen, sondern
iiber anaérobe eigenartige Géarungssarcinen handelt eine Mono-
graphie von Smit18). Wir wollen nicht die speziellen Fragen hier
herausgreifen, welche in diesem Zusammenhange nicht interessieren,
sondern die mehr allgemeinen Beobachtungen. Wir haben hier
eine gute Zusammenstellung der Literatur, die wir daher hier
nicht aufzufiihren brauchen, indem wir auf die Arbeit verweisen.
Wir wollen hier nur einige Momente herausgreifen, welche uns
von Wichtigkeit fiir unser Problem erscheinen und die auch sonst-
wie wertvoll fiir die Beurteilung der Gestaltung der Sarcinen sein
konnen.

Smit beschiftigt sich mit den anaéroben Girungssarcinen,
Besonders eigenartig sind die Versuche mit Sarcina ventri-
culi, die sehr schwer ziichtbar ist. Beijerinck konnte die Sar-
cinen, welche er im Boden gefunden hatte, nur solange weiter.
impfen, als eine Garung vorhanden war, bei mangelnder Girung
waren die Impfversuche ergebnislos. Die Untersuchung von Boas
ergibt Formen von Sarcinen, welche glinzen. In der Vitalfirbung
ist das Ergebnis beachtenswert, dal die jungen lebensfihigen
Formen sich nicht anfirben, wahrend das die alten leicht tun.
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Die Gefirbten haben ihr ,kurzes Dasein offenbar schon vollendet®.
In Hinblick auf die Nitrososarcina, die auch in stark sauren
Boden sich von Harder isolieren liel, ist die Resistenz gegen
Salpetersdure in relativ hohen Konzentrationen (bis PH 1,35)
erwihnenswert.

Die Garungssarcina ist nur in aéroben Kulturen so leicht
abkultivierbar, in anaéroben dagegen ist sie bis 4 Wochen lebens-
fahig. Man konnte hierbei eine Phagie vermuten. die aérob ist,
oder die durch Verschlechtern der Lebensbedingung hervorgerufen
oder vermehrt wird.

Eig=nartig sind die Ergebnisse des Aufsuchens von Garungs-
sarcinen in der Natur. Es ist nicht moglich, diese in der Natur
sichtbar zu machen, womit aber unserer Ansicht nach nicht gesagt
ist, dafl nicht doch solche Formen vorkommen, wenn auch in
Ritzen kolloidaler Medien eingeschlossen, die unter Umstdnden die
Luft nur schwer durchlassen und dadurch die Anaérobier linger
leben lassen. Das lange Ueberleben von Anaérobiern, auch solcher,
die man nicht an der Luft kultivieren kann, in Boden, also kol-
loidalen Medien, ist bekannt. Die Dauerformen der Natur sind
widerstandsfihiger gegen Erhitzen als die aus den Kulturen er-
langten. Auch das verwundert uns nicht. Es ist sehr wohl ver-
standlich, daf} sich phagische Erscheinungen da am meisten geltend
machen, wo viel Bakterien vorhanden sind, dagegen in dem Boden
weniger auftreten. In den Kulturen haben solche leicht abkultivier-
baren Bakterien oft gar keine Zeit, Dauerformen zu bilden, weil
sie schon vorher oft restlos den Phagen zum Opfer fallen. Wir
haben solche Dinge bei Endophyten von Hippophaé gut be-
obachten konnen. Hier kann man auch nach einiger Kultur gar
keine Bakterien mehr erhalten.

Mit Lithiumchlorid beobachtete Smit keine Wandlungen.
Es kommt zur Bildung von Einzelkokken, andere Bakterien-
gestalten wie sie Schmidt-Kehl beschreibt, konnte er nicht
sehen, Es konnten aber doch Formen vorhanden sein, die
bei dem von Smit verwendeten einfachen Firbeverfahren nicht
herauskamen.

Die Sarcina gibt keine filtrierbare Form. Eine Bakterio-
phagenlosung soll sich nicht haben darstellen lassen. Die Phagen
gegen Bacterium coli und Bacillus megatherium waren
unwirksam. Es ist denkbar, dall durch die lange Kultur in stark
sauren Medien usw. der spezifische Phage gegen diese Zymosar-
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cina abhanden gekommen ist und die unspezifischen oder anders
gearteten Phagen die Sarcina nicht so stark angreifen, da(l
Bakteriolyse einsetzt. Anders darf man die Versuche, die nur
in diesem Sinne angesetzt wurden, nicht werten.

Aus den Betrachtungen mochten wir das SchluBwort wort-
lich zitieren:

»Ueberblickt man die Ergebnisse des letzten Kapitels, so
mull man zugeben, daf} die Frage nach der Oekologie von Zymo-
sarcina ventriculi noch ziemlich weit von ihrer endgiiltigen
Beantwortung entfernt bleibt. Es lafit sich zusammenfassend nur
dieses ,sagen, daf} ihre Gegenwart gebunden zu sein scheint an
die mehr oder weniger verunreinigten Stellen der Erdoberfliche,
an welchen sie sich sozusagen unbegrenzt lange behaupten und
sich vermehren kann in einer latenten, bis jetzt unsichtbaren,
gegen Autbewahrung und Erhitzen und gegen Chemikalien sehr
widerstandsfdhigen Form. Dieselbe hat wahrscheinlich nicht den
Charakter einer Spore und kann ebensowenig eine Filterkerze
passieren. Unter geeigneten Umstinden geht sie auf irreversible
Weise in die bekannte Warenballenform iiber, womit sie alle die
genannten Eigenschaften der Widerstandsfahigkeit verliert. Sehr
wahrscheinlich hat diese Naturform die Gestalt eines kleinen Kokkus,
welcher sich der direkten mikroskopischen Beobachtung in Erde
oder Sand entzieht. Die Warenballenform wiirde dann die zweite
Stufe ihres Lebenszyklus darstellen. Welches die weiteren Stufen
sein werden, 148t sich bis jetzt nicht voraussagen. Es scheint sogar
fraglich, ob es iiberhaupt solche geben wird: nach zwei Tagen
sterben die Sarcinen ab und etwaige neue Formen miifiten sich
also aus den toten Bakterien bilden. Ob die latente Naturform
sich auch in andere Formen umgestalten kann, bleibt einstweilen
unentschieden. Spiterem Studium mufl es vorbehalten bleiben,
in diese schwierige Frage neues Licht zu bringen®.

Wir mochten die Losung der Frage in der Richtung er-
warten, dafl die Phagen in der Reinkultur so iiberhandnehmen,
dal sie die Entstehung von Arthrosporen unterbinden, die wir
bei unserer Sarcina beobachtet haben. In der Natur ist das
nicht der Fall.

Nachdem wir so absichtlich nur die neueste Literatur be-
handelt haben, ersehen wir, dall es einmal sehr wiinschenswert
ist, den Pleomorphismus der Sarcina auf Grund gut fixierter
und gefdrbter Priaparate zu untersuchen. Wir wollen dabei dessen
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cingedenk sein, dall alle Deutungen heute noch hypothetisch sind
und wir uns daher bestreben, die Ergebnisse objektiv zu gewinnen,
ohne uns durch Hypothesen leiten zu lassen.

Eigene Untersuchungen.
Wir wihlten fiir unsere Untersuchungen Sarcina flava,
die uns Herr Professor Dr. Grimmer vom Molkereiwissenschaft-
lichen Institut Konigsberg zur Verfiigung stellte. Zunichst miissen

wir die Arbeitsmethoden kurz schildern, nach denen wir verfahren

haben. Als
Nihrboden

benutzten wir einen Fleischextrakt-Agar nach Angabe von L6hnis
(Landw. bakteriol. Praktikum): 1000 ccm Leitungswasser 4+ 10 g
Liebigs Fleischextrakt 4+ 10 g Pepton siccum Witte + 5 g Koch-
salz, dazu noch 29[y Agar und /4%y Glukose. Nach dem Erhitzen
im Autoklaven neutralisierten wir die saure Nihrl6sung mit Soda-
16sung unter Zuhilfenahme von Lakmuspapier, sodall wir die Gewahr
hatten, einen véllig neutralen Nihrboden zu besitzen. Das Sterili-
sieren des Nahrbodens und das Impfen geschah mit der peinlich-
sten Vorsicht und Sauberkeit. Um das listige Kondenswasser zu
vermeiden, das sich beim Sterilisieren im Autoklaven stets in den
Petrischalen ansammelt, und das eine Fremdinfektion begiinstigt,
sterilisierten wir die Petrischalen im HeiBluftschrank, nachdem wir
noch den Deckel der Petrischalen mit Filtrierpapier ausgelegt
hatten, das den Zweck hatte, spiter eventl, auftretendes Kondens-
wasser sofort aufzuziehen. Den Nihrboden selbst sterilisierten wir
in Reagenzgliasern im Autoklaven und gossen danach den Nihr-
boden in die sterilen Schalen, und zwar in einem ruhigen, moglichst
staubfreien Zimmer. Mit jeder nur moglichen Sauberkeit versuchten
wir Fremdinfektion zu verhindern. Das

Isolieren der Reinkultur
muflten wir, leider nicht im Besitze eines Mikromanipulators, nach
dem Verdiinnungsverfahren vornehmen. Da wir von Anfang an
auf Agar arbeiten wollten, verwendeten wir ein Wasserverdiinnungs-
verfahren nach Pasteur, das auf Agar zugeschnitten ist. Wir
zerteilten eine Oese aus der uns zur Verfiigung gestellten Sar-
cinakultur in ca. 10 ccm sterilem Wasser, verdinnten nur 2
Oesen davon in 1 Reagenzrohrchen I, davon nach Umschiitteln
wieder 2 Oesen in ein Rohrchen II. Diese hohe Verdiinnung
gossen wir in einem ruhigen Zimmer auf die steril gegossenen
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Platten, warteten ein paar Sekunden, gossen rasch den Ueber-
schull ab und bewahrten die geimpften Platten in einem Brut-
schrank bei einer konstanten Temperatur von 300 auf. Wir er-
hielten so Platten ohne und welche mit nur einer einzigen Kolonie.
Die Wahrscheinlichkeit, eine Ein-Zellkultur zu bekommen, ist also
wirklich sehr groff. Das nunmehr gereinigte Material bestand, wie
uns Vermehrungen auf Schrigagar zeigten, tatsichlich aus reinen
Sarcinen. Wir gingen stets von jungen Abstrichen aus, die noch
keine Dauerformen zeigten.

Unsere Versuche gingen darauf hinaus, méglichst reine Bak-
terienkulturen zu bekommen; wir wiederholten deshalb das Reini-
gungsverfahren noch dreimal, um ja jede Verunreinigung auszu-
schalten. Die Seltenheit der Erscheinungsformen von Umwandlungen
in den Sarcinen, die sich bei uns herausstellte, konnte vielleicht
auf diese ganz penible Vorbehandlung mit zuriickzufiihren sein.
Da der Verdacht auf filtrierbare Keime vorlag, so wollten wir
auch durch diese oftmalige Reinigung solche Dinge nach Moglich-
keit vermeiden. Wenn es filtrierbare Formen sind, die die Ur-
sachen der Wandlungen sind, so miissen wir diese durch oftmaliges
Reinigen wenigstens dann entfernen konnen, wenn sie spezifische
Begleiter der Sarcinen sind, die nicht endogen in den Formenkreis
der Sarcina selbst gehdren. Sind dagegen auller ganz spezifischen
Erregern solcher Umwandlungen noch unspezifische vorhanden, so
werden wir diese niemals beseitigen konnen, weil sie nur zu leicht
hereingebracht werden, wenn man auch keine Bakterien als Ver-
unreinigung nachweisen kann.

Weiterhin haben wir von Anfang an eine gewisse Auslese ge-
schaffen dadurch, dall wir die Kulturen auf 400 C drei Tage lang
heil kultivierten.

Herstellung der Praparate

Wir wollen nun die Verfahren schildern, die wir bei unseren
Versuchen anwendeten. Es war uns klar, dal man niemals mit
einer Flammenfixation irgendwelche Feinheiten innerhalb der Bak-
terien sehen kann und gerade auf diese legen wir besonderes
Gewicht, denn manche der Auflenerscheinungen miissen in den
Innenerscheinungen ihre Ursache haben, Wir beschritten daher
folgenden Weg: Aus einer geimpften Platte schnitten wir 4 Stiicke
des festen Nahrbodens heraus und bedeckten damit vier vorher
strengstens entfettete Objekttriager, jedoch mit der Bakterienschicht
nach unten, sodafl die Sarcinen auf den Objekttriger zu liegen
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kamen. Die Entfettung der Objekttriger geschah durch langes
Kochen in konzentrierter Schwefelsdure, wodurch auch etwa an-
haftende organische Fremdkorper beseitigt wurden. Darauf fixierten
wir sofort mit der Kuhn’schen Reihe:

1. Heifle konzentrierte wésserige Sublimatlésung,

2. Caliumbichromat-Essigsdure 15 Minuten (100 cem H:0 4 3 g K:Cr:0-
-+ 5 cem CHs COOH),

. 75%vigen Alkohol, 3 mal zu je 5 Minuten,
. 50%igen Alkohol, 2 mal zu je 5 Minuten,
. 25%oigen Alkohol, 1 mal 5 Minuten,
. Wiéssern in Aqua dest.
Darauf wurden die Objekttrager in einen feuchten Raum

gestellt und 24 Stunden stehen gelassen, bis sich die Bakterien-
schicht fest an das Glas legte. Nun wurden die Agarstiicke vor-
sichtig abgenommen und nochmals auf 4 weitere Objekttrager
gelegt, um die untere Schicht der Sarcinen untersuchen zu kénnen.
Wir stellten uns also von jeder Platte Praparate sowohl von den
oberflichlichen, als auch von den tief liegenden Zellen her. Nach
gleichfalls 24 stiindigem Aufenthalt in feuchtem Raume wurden
diese Objekttrager ebenso wie die ersteren der Farbung unterzogen.
Als besonders giinstig erwies sich die Much-Schottmiinster’-
sche Granulafiarbung:

1. Carbol-Methylviolett 24 Stunden (10 ccm alkohol. Methylviolett, 100 ccm
2%oiges Phenol, filtriert),

. Lugol'sche Losung 13 Minuten,

. 5%eige Salpetersdure 1 Minute,

. 8%ige Salzsiure 10 Sekunden,

. Aceton | Alkohol zu gleichen Teilen, bis kein Farbstoff mehr entweicht,

. griindliches Auswaschen mit Wasser,

. Kontrastfdrbung mit 1% iger Safranini¢sung ea. 10 Sekunden, trocknen
lassen und Canada-Balsam.

Die Farbung nach Heidenhain erwies sich bei uns nicht
so gut, weil sie keine Kontrastbilder gab. Es war uns von vorn-
herein klar, dafl wir bei der Untersuchung der Sarcinen mit vielen
Schwierigkeiten zu kidmpfen hatten, wenn wir die Erscheinungs-
formen beobachten wollten, die man bisher bei Stabformen als
anomal erkannt hatte, also z. B. Symplasmabildung, Siegelring-
formen usw., weil diese bei Stabchenbakterien auffilligen anomalen
Bildungen meist Kugelform besitzen und sich gestaltlich kaum
von normalen Sarcinen unterscheiden lassen. Aus diesem Grunde
eignete sich die Farbung nach Heidenhain nicht so gut, immer-
hin gab sie gute Uebersichtsbilder. Der Gang der Farbung ist
der gewdhnliche:

S Ot I W

OO WY
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1. 5%oige Eisenalaunlosung 24 Stunden, gut abspiilen,
. Fiarben in Hdmatoxylinlosung 1—3 mal 24 Stunden, gut abspiilen,

3. Differenzieren in 3—5°oiger Eisenalaunlosung 1—10 Minuten. Der ge-
wiinschte Differenzierungsgrad istunter demMikroskop (Wasserimmersion)
zu erreichen.,

. 25%oigen, 50%igen, 75°oigen, 96°jigen und 100°sigen Alkohol,
. Xylol, Canadabalsam.

[\

[S13

Eigentimlich war es, dafl Sarcinen junger Kulturen sehr
schnell den Farbstoff aufnahmen und ihn nur sehr schwer abgaben,
sodall mitunter weniger als 24 Stunden geniigten, um vollkommene
Dunkelfirbung zu erzielen. Mit zunehmendem Alter der Kulturen
nahm aber die Farbbarkeit proportional ab, sodafl wir alte Kul-
turen oft 3 Tage und dariiber firben muflten.

Jede Platte, die fixiert wurde, wurde gleichzeitig bei Vital-
firbung mit Polychrom-Methylenblau untersucht. Die Sarcinea
zeigten sich darin als die typischen bekannten ,Warenballen*,
hiufig in lebhafter Bewegung infolge Brown’scher Molekular-
bewegung. Die beobachteten Einzelheiten stimmten mit den Dauer-
priaparaten iiberein, wenn sie bei der Vitalfarbung auch ungleich
schwerer zu beobachten waren, da die Sarcinen sich kolossal
stark firbten und Einzelheiten kaum oder nur sehr schwer er-
kennen lieBen. Immerhin sah man aber die Formen, die sich
durch ihre Gestalt oder Grofle von den normalen Sarcinen unter-
schieden, wie ,Amoben“formen und Cystenbildung auch hier aufs
Deutlichste auftreten.

Die bisherigen Erfahrungen mit anderen Bakterien ergaben,
dall die anomalen Formen bei unmittelbarer Kultur seltener auf-
treten, wenn auch darin eine groBle Verschiedenheit innerhalb der
Arten besteht. Wenn man die Bakterien durch irgend einen Um-
stand schidigte, so konnte man die merkwiirdigen Formen leichter
erzielen. Die Gegner der Sexual- und der Parasitentheorie sahen
in diesem Verhalten einen Einwand. Sie erklarten die Erschei-
nungen nur als krankhafte Bildungen und benannten sie mit dem
Begriff der ,Involutionsformen“. Es ist nun unsere Aufgabe,
auch einmal dieses schidigende Mittel anzuwenden und zu sehen,
ob sich in Kulturen mit Zusatz von 19¢ Lithiumchlorid nicht die
anomalen Formen in erhohtem Mafle erzielen lassen. Wir kulti-
vierten also zwei Reihen, eine auf normalem Nihrboden, die an-
dere unter Zusatz von 19%¢ LiCl. und fixierten stets zwei cnt-
sprechende Platten der beiden Reihen.

Wir gehen nun zur Besprechung der einzelnen Praparate iiber.
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9 Stunden, Oberschicht.

Auf dem Priparate, das von einer 9 Stunden alten Kultur
hergestellt wurde, sieht man nur sehr vereinzelte Sarcinen. Nach
der Much’schen Farbmethode sind sie negativ, d. h. durch die
Kontrastfarbung rot getirbt. Doch beobachtet man winzige Korn-
chen sowohl innerhalb als auch auflerhalb der Sarcinen, die positiv,
d. h. schwarzblau gefiarbt sind. Die Sarcinen selbst erscheinen
gewohnlich in ihrer typischen Paketform, doch beobachtet man
auch Zweier-Stadien, nicht selten auch Einzelzellen. Immer wieder
kommen vereinzelte Zellen mit positiv gefirbten Koérnchen vor.
Auller den relativ groflen Kokken findet man kleinere mit einem
positiv gefirbten Binnenkorper, der auflen herum eine schwach
negativ gefirbte, scheinbar leere Hiille besitzt. An manchen Stellen
ist zu erkennen, daf} dieser Binnenkdrper noch eine feinere Effi-
guration besitzt, die aber an der Grenze der. Auflésungsfihigkeit
des Mikroskops liegt. Diese Kornchen, die man vereinzelt auch
auflerhalb der Sarcinen findet, nehmen ungefihr 1/5 des Sarcinen-
inhaltes ein Ganz eigentiimlich sind positiv gefirbte winzige
Stiabchen, die ganz vereinzelt auftreten und die wir zuerst fiir eine
Verunreinigung hielten, die wir aber trotz sorgfiltigster Sauberkeit
nicht zum Verschwinden bringen konnten. Eigentiimlicherweise
traten diese Stibchen nur in jungen Kulturen etwas zahlreicher
auf, in dlteren waren sie so gut wie ganz verschwunden. In diesen
Stabformen sieht man deutlich dieselben Kornchen auftreten, die
denselben ein ganz bakterienundhnliches Aussehen geben. Die
Stibchen scheinen zu zerfallen und dadurch die Koérnchen zu
erzeugen. Uebergangsglieder von solchen Stidbchen zu den Koérn-
chen sind nicht selten zu sehen.

In dem Préaparat bemerkt man ferner deutlich groflere gestalt-
lose Formen, in denen positiv gefarbte Kornchen in Einzahl liegen.
Mitunter kann man sehen, dafl sich die Kornchen innerhalb der
Sarcinen scheinbar geteilt haben, sodall jetzt zwei in einer Zelle
sichtbar sind. Im allgemeinen jedoch gehéren die kérnchentragenden
Sarcinen zu den Seltenheiten gegeniiber der groflen Masse normaler
Zellen. Bei der Farbung nach Heidenhain sieht man, dall ein
Teil der Sarcinen die Farbe nur ganz schwach angenommen hat,
Ferner findet man im Impfmaterial Sarcinen, welche Vakuolen
haben, dann solche, bei denen an den Vakuolen schwarze Korn-
chen liegen und schliefilich solche, die ganz leer sind. Bei einigem
Suchen findet man Sarcinen, die zerfallen und winzige schwarze
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Kornchen entlassen. Desgleichen findet man auch die kleinen
Stibchen mit den Kornchen wieder. Mitunter sind in fast leeren
Sarcinen mehrere Kornchen, meist 8 zu erkennen. Relativ haufig
findet man an groflen Sarcinen diese kleinen Kornchen angelagert,
oft sogar mehrere. Die Grofle dieser Kornchen betridgt hier eben-
falls ungefihr 1/5 der normalen Sarcina-Zellen. Vereinzelt sind
auch Formen zu beobachten, die an Siegelringe erinnern und
deshalb als Siegelringformen bezeichnet werden sollen. Mitunter -
hat es den Anschein. als ob diese Siegelringformen ,auskeimten®:
Aus dem Siegelring tritt ndmlich ein keimartiger Bruchsack heraus,
in dem mehrere Kornchen in Erscheinung treten. Hin und wieder
sieht man schwarze Kérnchen iiber das Gesichtsfeld verstreut, die
ebenfalls Teilungsstadien zeigen. Ueber die Deutung dieser Korn-
chen sind wir uns nicht im Klaren. Es konnten Zwergformen der
Sarcinen sein, es konnten aber auch Formen sein, die zu den
iibrigen Kornchen gehdren oder gar mit ihnen indentisch sind.
Die Groflendimensionen wiirden gut dazu passen. Eigenartige
umfangreiche braune Massen diirften unserer Ansicht nach Kon-
gregationen oder dergl. sein.

9 Stunden, Oberschicht, mit LiCl.

Man sieht sehr wenig Sarcinen, gewohnlich sind sie nach
Much negativ oder nach Heidenhain tief schwarz gefirbt.
Vereinzelt findet man ungefiarbte Sarcinenhiillen mit dunklen Koérn-
chen darin. Ferner sieht man ganz leere Hiillen, sowie einzelne
Siegelringformen. Auch hier kann man bei einzelnen Formen an
sunstigen Stellen das Auskeimen beobachten. Einzelne kornchen.
fiihrende Stibchen sind ebenfalls sichtbar. Man sieht weiterhin
grole unregelmillige Formen mit ca. 16 kleinen Kérnchen darin,
die eigenartigerweise stark lichtbrechend sind. Alles ist im Ver-
hiltnis zu den intakten Sarcinen relativ selten sichtbar.

Wir sehen also, da3 zwischen der normalen Reihe und der
Reihe mit LiCl ein wesentiicher Unterschied nicht besteht.

Da wir auf dem Priaparat, das von einer 9 Stunden alten Kultur
von unten entnommen wurde, fast nichts sehen, lassen wir die Be-
schreibung fort.

18 Stunden, Oberschicht.

Auf diesem Priparat fillt die riesenhafte Vermehrung der
Sarcinen auf, Die Kultur selbst wuchs auf der Platte ganz regel-
maflig, ohne sichtbare Nester oder Locher. Man sieht fast lauter
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intakte Sarcinen und man muB schon ziemlich lange suchen, bis
man die Kérnchen wiederfindet. An besonders giinstigen Stellen
bemerkt man, dal diese Kérnchen in kleinen Nestern auftreten.
Man hat den Eindruck, als ob solche kornchenfiithrenden Sarcinen
anschwellen und unter vorhergehender Vermehrung und Freigabe
der Kornchen die benachbarten Sarcinen befallen oder anstecken.
Solche ,infizierten® Sarcinenpakete schwellen zu unregelmifligen
Gebilden an, in denen die Zellgrenzen aufgelost werden und
schliellich den Eindruck ,symplasmaartiger® Haufen erwecken.
Alle Stadien von der beginnenden ,Infektion® bis zu diesen Sym-
plasmen sind vorhanden. Es finden sich Riesenzellen, welche eine
grolle Masse der Kornchen enthalten und vollkommen die Gestalt
der Sarcina verloren haben. Dal} es sich in Wirklichkeit nicht
um einen Farbfehler oder dergl. handelt, bezeugen einzeln liegende
solche Bildungen. Mitunter erscheint es, als ob man leere Hiillen
deformierter Sarcinen ohne Kérnchen vor sich hitte. Besonders
weisen wir darauf hin, dafl oft von den Sarcinapaketen eine
einzige oder mehrere Kokken nach der Much’chen Firbung po-
sitiv sind, wihrend der Rest deutlich negativ gefarbt ist. Man
gewinnt den Eindruck, als ob diese positiv gefirbten Massen sich
unter Umstidnden auflésen konnen und dann Scharen winzigster
Kornchen entlassen, die dieselbe Groflendimension wie die bisher
beschriebenen besitzen. Auf dem nach Heidenhain gefirbten
Priparat finden wir Sarcinenballen eingestreut, die eigentiimlich
stark lichtbrechend sind und infolgedessen hell ginzen. Bei ober-
flichlicher Einstellung des Mikroskops erkennt man, dal} diese
glinzenden Ballen ein fein durchlochertes Aussehen haben. Vielleicht
handelt es sich hier um Reservestoffe, die die Sarcinen angehiuft
haben, eventl. Oeltropfchen. Schliefilich finden wir wieder winzige
Stabchen, die in ihrem Innern die Kornchen fiihren, wenn auch
relativ seltener als im ersten Priparat.

18 Stunden, Oberschicht, mit LiCl.

Auffallend ist auch hier die dichte Lagerung der Sarcinen.
Die Platte selbst zeigte ein ganz regelmifliges und normales Wachs-
tum. Auf dem Priparat sieht man fast lauter normale Sarcinen.
Hat man aber die kdrnchenfithrenden Formen gefunden, so be-
obachtet man, dal} diese in kleinen Nestern zusammenliegen. Win-
zige kleine Stabchen mit dunkleren Partien sind sichtbar, des-
gleichen vereinzelte Bruchsackformen, die wir als keimende Siegel-
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ringstadien in' dem ersten Priparat ansprachen. Auffallend ist
auch hier die Seltenheit, in der solche anomalen Formen auftreten.
Bei der Firbung nach Heidenhain kommen auch hier die stark
glinzenden Sarcinamassen zum Vorschein, die ziemlich gleich-
malig gelagert sind.

18 Stunden, Unterschicht.

Man sieht kaum irgendwelche Unterschiede gegeniiber der
oberen Schicht. Sehr interessant sind an gut durchgefirbten
Stellen ungemein stark angeschwollene Formen, die im Innern
die dunklen Kérnchen tragen. Eigentiimlich ist das Gerinsel, das
offenkundig das Innere der Kolonien gedeckt. Auch an diinnen
Stellen wird dieses Bild des Gerinsels deutlich sichtbar, es ist
also kein Farbniederschlag oder dergl. Im Innern mancher Stellen
des Priparats bemerkt man ein Unscharfwerden der einzelnen
Sarcinen. Da, wo nur wenige Zellen im Gesichtsfeld blieben,
sind die Bilder besser, aber auch hier ist das Unscharfwerden
zu beobachten. Die hellglinzenden Sarcinamassen sind fiir
dieses Praparat ebenfalls charakteristisch. Auch hier ist die grofie
Seltenheit anomaler Formen hervorzuheben.

18 Stunden, Unterschicht, mit LiCl.

Auffallend ist auch hier das Gerinsel im Innern der Kolonien.
Bei einigem Suchen findet man die winzigen Kornchen und die
feinen Stibchen wieder. Bemerkenswert sind negativ gefirbte ovale
Gebilde, die das Aussehen von Zysten haben. Im allgemeinen
aber sieht man dasselbe Bild wie auf dem entsprechenden vorigen
Préparat.

Es ist also auch bei 18 Stunden ein wesentlicher Unterschied
zwischen beiden Reihen nicht vorhanden.

27 Stunden, Oberschicht.

Das Uebersichtsbild ist genau dasselbe wie bei dem Préparat
von 18 Stunden. Auch auf der Platte war ein Unterschied nicht
zu bemerken. Vereinzelt erscheinen lanzettformige Gebilde, in denen
gerinselte Kornchen lagern, die, wie zu erwarten, Much-positiv
gefarbt sind. Desweiteren erscheinen grofle kuglige Formen, die
man als Siegelringstadien deuten konnte, doch relativ sehr vereinzelt.
Die hell glinzenden Sarcinen trifft man auch hier an, doch lange
nicht so haufig.
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27 Stunden, Oberschicht, mit LiCl.

Die Sarcinen sind sehr gleichmillig gelagert. Man sieht
auflerordentlich wenig anomale Erscheinungen. Eigentimlich sind
dunkel gefirbte Massen, die tiber die Sarcinen gelagert sind, und
iiber deren Natur wir uns nicht im Klaren sind. Sehr selten sieht
man die Kornchen an die Sarcinen angelagert. Die hell glinzenden
Massen aus den vorigen Priaparaten sind hier ganzlich verschwunden.
An einigen Stellen sieht man kleine Kornchen in allen méglichen
Teilungsstadien frei umbherliegen. Es macht fast den Eindruck,
als ob es Zwergformen der Sarcinen wiren. Auffallend ist, dal}
in diesen Nestern normale Sarcinen tiberhaupt nicht vorkommen.
Zwischen diesen Kornchen sind kleine Stibchen sichtbar, die sich
aus zahlreichen Kornchen zusammenzusetzen scheinen, sodaf sie
ein rosenkranzartiges Aussehen haben.

27 Stunden, Unterschicht.

Es zeigt sich fast genau dasselbe Bild wie bei dem oberen
Priaparat. Die gleichmillige Lagerung der Sarcinen ist auch hier
charakteristisch und zeugt von einem durchaus normalen Wachs-
tum. Die dunkel gefirbten Massen sind hier nicht sichtbar,
Stiabchenformen sind sehr selten.

27 Stunden, Unterschicht, mit LiCl.

Es ist immer dasselbe Bild: auffallend wenig anomale Er-
scheinungen, desgleichen sehr wenig leere Hiillen. Einige , Amében -
Formen mit schwarzen Kornchen darin sind sehr selten. Die
vorher geschilderten dunkel gefirbten Massen sind auch hier ver-
schwunden.

Von einem merklichen Unterschied zwischen beiden Reihen
kann man demnach auch bei diesen Préparaten nicht reden.

32 Stunden, Oberschicht.

Ein Unterschied war im Wachstum der Sarcinen gegeniiber
den vorigen Platten nicht zu bemerken. Auf dem Priparat sieht
man einzelne kuglig angeschwollene Formen, oft kettenartig hinter-
einander. Hin und wieder sieht man kurze, relativ dicke Stibchen
auftreten, in denen man die Kornchen ganz deutlich sieht. Da-
neben bemerkt man auch feine, rosenkranzformige Stibchen, doch
alles dullerst selten. Einige Sarcinen sind deutlich von einem hellen
Hof umgeben. An einer Stelle ist massenhaftes Auftreten freier
Kornchen zu beobachten, sogar in verschiedenen Teilungsstadien.
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Bei oberflichlicher Einstellung des Mikroskops erscheinen sie hell
glinzend. Rings um diese Stelle sind die Sarcinen schwach ge-
farbt, inmitten dieses Nestes sind iiberhaupt keine mehr zu be-
obachten, wohl aber ein schwach-rosa Schimmer, wie von auf-
gelosten Sarcinamassen.

32 Stunden, Oberschicht, mit LiCl,

Die Sarcinen sind in dichten abgegrenzten Massen gelagert,
die teilweise von dunkel gefirbten Massen iiberdeckt sind. Diese
dunklen Haufen werden um so seltener, je weniger dicht die Sar-
cinen liegen. Man hat den Eindruck, als bestinden diese dunklen
Massen aus tief schwarz gefarbten Sarcinen. Aus welchem Grunde
diese den Farbstoff so intensiv aufnehmen, bleibe vorliufig dahin-
gestellt, Als Differenzierungsfehler sind diese sonderbaren Massen
nicht anzusprechen, da sie sich scharf von den normalen Sarcinen
abheben und fest umrissen sind, keinen verwaschenen Eindruck
machen, wie dies bei schlecht differenzierbaren Formen der Fall
ist,. Von anderen anomalen Erscheinungen konnte in diesem
Priparat aufler einigen kornchenfiihrenden Sarcinen trotz langen
Suchens nichts beobachtet werden.

32 Stunden, Unterschicht.

An dichter gelagerten Stellen sind auch hier die dunklen
Massen zu beobachten. Von abnormen Formen konnten wir hier
ebenfalls so gut wie nichts sehen, nur an manchen Stellen traten
verschwommene Bilder von Sarcinen auf, als wenn diese sich auf-
gelost hitten, Stets zeichneten sich solche Stellen durch ihre
schwache Firbung aus.

32 Stunden, Unterschicht, mit LiCl.

Die dunklen Massen treten an dichten Stellen ebenfalls auf,
Auflerst selten sieht man feine Much-negativ gefirbte Stibchen,
in denen wiederum die positiv gefirbten Kérnchen zum Vorschein
kommen. Ferner sind einige grofl angeschwollene Formen ebenfalls
mit Korncheninhalt sichtbar. Diese Priparate weisen zwischen
beiden Paralellreihen ebenfalls keinen besonderen Unterschied auf,

42 Stunden, Oberschicht.

An besonders dicht gelagerten Stellen sind die dunklen
Massen wiederum sichtbar, wenn auch nicht mehr so zahlreich.
Man bemerkt auch in diesem Priparat kettenartig hintereinander
liegende grofle angeschwollene Kugelformen, oft aus drei bis vier
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Stiicken bestehend; sie erinnern lebhaft an Azotobactererschei-
nungsformen, wie sie von Wilke gefunden wurden. Durch-
mustert man Stellen, die durch zu dicke Lagerung schlecht entfirbt
sind, so findet man diese merkwiirdigen morphologisch veran-
derten Formen auch nicht hiufiger, ein Zeichen, dafl es sich nicht
um Farbniederschlige handeln kann. Es kommen auch relativ breite
Stabformen vor, in denen die bekannten K6rnchen eingelagert sind.
Manchmal liegen sogar zwei solcher Stibchen beieinander.

42 Stunden, Oberschicht, mit LiCL

In diesem Priparat fallen aufler den auch hier auftretenden
dunklen Haufen die bereits friither geschilderten rosenkranzf6rmigen
Stabchen auf. Diese erwecken den Eindruck, als ob sie zerfallen
und dabei die schwarzen Kornchen entlassen, Weiterhin sieht
man Stibchen, bei denen die Koérnchen noch nicht so deutlich
hervortreten, immerhin aber sichtbar sind. Durch verschiedene
Uebergangsformen kann man sehen, dafl aus diesen letzteren
Stabchen durch Anschwellen der K6rnchen die Rosenkranzformen
entstehen. Deutlich sind einige Siegelringstadien sichtbar, sogar
auskeimende mit den darin befindlichen Kérnchen, Die auch im
vorigen Priparat auftretenden groBen Kugelformen sind hier gleich-
falls zu sehen, Auf einem nach Heidenhain gefirbten Praparat
erscheinen einzelne stark lichtbrechende Sarcinen, die bereits in
den ersten Praparaten auftraten. Die starke Lichtbrechung ist, wie
bereits erwihnt, wahrscheinlich auf besondere Inhaltsstoffe zuriick-
zufiihren. Hin und wieder erscheinen entweder ganz leere oder
Kornchen fithrende Sarcinahiillen.

42 Stunden, Unterschicht.

Hier sieht man ebenfalls gut die Ueberginge von gewohn-
lichen Stab- zu den Rosenkranzformen. Es finden sich weiterhin
etwas unregelmillig geformte Stibchen, mehr keulige Form. Bei
diesen ,Keulen“ sieht man deutlich, dal} die Spitzen entleert sind;
bei anderen sieht man, wie einzelne kleine Kérnchen sich am hinteren
Ende eines Keulenstibchens ansammeln und dieses allmahlich fiillen.
Teilweise sind richtige lange Fiden sichtbar, iiber die wir vor-
laufig noch nichts aussagen wollen, da wir erst auf eine Besti-
tigung in anderen Priparaten warten wollen. Einzelne grofle Kugel-
formen sind ebenfalls sichtbar, die sich stets durch ihren K&rnchen-
inhalt und durch ihre Grofle auszeichnen, die etwa das 2- bis 3 fache
der normalen Sarcinen betrigt.
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42 Stunden, Unterschicht, mit LiCl

Die Sarcinen machen hier stellenweise einen verwaschenen
Eindruck, als ob sie sich auflésen wollten. Die groflen Kugeln
sind wieder sichtbar, desgleichen grofle ovale Gebilde, die einen
Kern zu besitzen scheinen. Oft sind die Sarcinen halbmondformig
deformiert. Hin und wieder trifft man einzelne Nester, in denen
zahlreiche entweder ganz leere, oder Kornchen enthaltende Sarcina-
hiillen zu finden sind. In der Nihe solcher Nester fehlen nie de-
formierte Sarcinen, entweder die ovalen Gebilde oder die Kugel-
formen. Charakteristisch ist fiir dieses ebenso wie fiir die vorher-
gehenden Priparate die grofle Seltenheit, mit der solche Formen
zu beobachten sind.

Wiederum 140t sich bei diesen Priparaten ein wesentlicher
Unterschied nicht feststellen,

3 Tage, Oberschicht.

Fiir diese Priparate ist die geringe Grofle der Sarcinen auf-
fallend, was aller Wahrscheinlichkeit nach auf Nahrungsmangel
zuriickzufithren ist. Am Rande niamlich, wo die Sarcinen nicht
so dicht lagern, erreichen diese ihre normale Grole. Bezeichnend
ist aber, dall in den doch anscheinend geschwichten kleineren
Formen die anomalen Erscheinungen auch nicht hiufiger auftreten.
Charakteristisch fiir diese Priparate ist das nesterartige Auftreten
von Kornchen sowohl innerhalb wie auflerhalb der Sarcinen, mit-
unter in groBen Massen. Dagegen ist von anderen Erscheinungs-
formen, wie Stibchen- und Kugelformen, nichts zu sehen. Die
Sarcinen zeigen deutliche Vakuolen, die besonders in der Firbung
nach Heidenhain gut zum Ausdruck kommen und sich durch
ihre schwere Fiarbbarkeit auszeichnen. Wahrscheinlich lagern die
Sarcinen in ihrem Innern besondere Reservestoffe ab

3 Tage, Oberschicht, mit LiClL

Hier sind fast ausschliefSlich normale Sarcinen sichtbar, und
erst nach langem Suchen gelingt es, die frilheren Erscheinungen
wiederzufinden. Besonders fallen die groflen Kugelformen ins Auge,
an besonders giinstigcn Stellen sieht man, dafl diese oft ketten-
artig hintereinander liegen. Dadurch erhalten sie das Aussehen
von Zystenbildungen. Sehr selten sieht man lange verzweigte
Fiden, die in der Mitte angeschwollen sind. In den nach Much
rotlich gefarbten Faden sieht man Kornchen auftreten. Die dunklen
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Massen, die noch im vorigen Priparat, wenn auch sehr sparlich
auftraten, sind hier ginzlich verschwunden. Die Firbung nach
Heidenhain lifit auch hier Vakuolen in den Sarcinen erkennen,

3 Tage, Unterschicht.

Auch in diesem Priparat fillt das nesterartige Vorkommen
der Kornchen auf, Interessant ist es zu beobachten, daB diese
Kornchen in verschiedenen Stadien vorkommen, von einzeln isolier-
ten bis zu haufenartigen Ansammlungen, die direkt zu den vorher
geschilderten und auch hier vorkommenden dunklen Massen hiniiber-
fiihren, sodall wir vielleicht die dunklen Haufen als dichte An-
sammlungen von Kornchen aufzufassen haben. Merkwiirdig ist
auch hier das Auftreten von langen Fiden, die wir in fast allen
alten Priaparaten auftreten sahen, und die wir nun nicht mehr als
bloBe Zufallsbildung deuten konnen. Innerhalb dieser Fiden sieht
man die Koérnchen wieder, und es liegt nahe, diese in einen Zu-
sammenhang mit den langen Faden zu bringen.

3 Tage, Unterschicht, mit LiCL

Die Kornchenbildung ist hier kaum zu beobachten. Das
Praparat zeigt fast ausschliefllich die normalen Sarcinen, abgesehen
von den dunklen Massen, die hier wieder vorkommen, wenn auch
nicht in so ausgesprochen groflen Haufen. Es fehlen jedoch die
Uebergangsstadien zu den Einzelkérnchen. Bei der Fiarbung nach
Heidenhain treten sehr haufig die bereits erwahnten stark licht-
brechenden Zellen auf. Sie haben hier ein deutlich ringférmiges
Aussehen, indem sie scharf umrandet sind und in der Mitte einen
glanzenden Hof besitzen. Leere Sarcinenhiillen sieht man in gewissen
Nestern massenhaft, oft sind ganze Pakete ungefirbt, meist aber
sind eine oder mehrere Sarcinen tief schwarz gefarbt, und es macht
den Eindruck, als hitte man auch hier mit den Kornchen zu tun,
nur stimmen die Groflenverhiltnisse nicht iiberein, da diese dunklen
Korper durchaus die Grofle normaler Sarcinen besitzen. Es 140t
sich den Beobachtungen nach also auch hier ein grofer Unterschied
zwischen den Reihen mit und ohne LiCl. nicht nachweisen.

4 Tage, Oberschicht.

Dieses Priparat zeigt nur -sehr wenig von den bisher be-
schriebenen Erscheinungsformen. Die dunklen Massen fehlen auch
hier nicht. Bei stirkerer Vergroflerung kann man hier an geeig-
neten Stellen beobachten, dafl sich diese dunklen Massen in positiv
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gefirbte Kugeln auflosen, was gut zu den vorher beschriebenen
Uebergangsstadien pafit. Als grole Seltenheit sind keulig ange-
schwollene Stibchen sichtbar. Bei der Heidenhain-Farbung
erscheinen auch hier die Sarcinen mit glinzendem Innenhof, wahr-
scheinlich haben wir es hier schon mit Dauerformen zu tun.

4 Tage, Oberschicht, mit LiCL

Die seltenen abweichenden Erscheinungsformen sind hierfiir
charakteristisch. An manchen Stellen beobachtet man merkwiirdige
kleine dunkle Ringe, deren Inneres nach der Much’schen Farb-
methode rot gefirbt ist. Dal} diese Erscheinungsform nicht inden-
tisch mit den Ringen der Heidenhain-Farbung ist, beweist
das sehr seltene Auftreten gegeniiber der letzteren. Man konnte
sie eher fiir Siegelringstadien halten, wofiir das Aeullere spricht,
doch sind sie unserer Meinung nach zu klein dazu. Man konnte sie
vielleicht als Glieder von Rosenkranzformen ansehen, zumal meist
zwei bis drei solcher Ringe hintereinander liegen. Die dupklen Massen
und leeren Sarcinahiillen erwidhnen wir als Selbstverstandlichkeit.

4 Tage, Unterschicht
Da sich dieses Praparat von dem entsprechenden oberen
durch nichts unterscheidet, unterlassen wir die Beschreibung.

4 Tage, Unterschicht, mit LiCl.

Auch hier haben wir fast dasselbe Bild. Bemerkenswert sind
nur einige grofle angeschwollene -Zellen, die meist zu zwei bei-
einander und oft nesterartig zusammenliegen. Diese Serie von Pra-
paraten zeigt demnach gleichfalls ein ziemlich iibereinstimmendes
Verhalten.

6 Tage, Oberschicht.

Bemerkenswert sind nesterartig auftretende Stellen, wo in
der Hauptsache ungefirbte Sarcinen, also leere Hiillen vorkommen,
ja teilweise trifft man Stelien, die nicht ein einziges Bakterium auf-
weisen. Bei genauerem Hinsehen bemerkt man die kleinen schwarzen
Kornchen darin. Am Rande solcher Nester sieht man Uebergangs-
stadien von intakten Sarcinen zu leeren Hiillen. Auffallend sind
ferner einige grofle, formlose Massen, die schwach gefarbt sind und
im Innern mehrere Kérnchen beherbergen. Man konnte versucht
sein, diese Massen fiir miteinander verschmolzene Sarcinen zu
halten, deren Zellgrenzen aufgelost sind. Einige solcher Formen
haben typische Amobengestalt mit lappigen Pseudopodien, andere
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besitzen ovale oder runde Gestalt, mitunter mit einem mehr oder
weniger zentral gelegenen Kern, bei dem man in giinstigen Fallen
eventl. noch eine Art Nukleolus sieht. Bei genauem Durchsehen
findet man diese Formen ziemlich hiufig. Merkwiirdigerweise sind
hier die Sarcinen gleichmilig intensiv gefirbt, ohne die fiir die
vorherigen letzten Priparate charakteristische Innenhofbildung.

6 Tage, Oberschicht, mit LiCl
Hier fallt ebenfalls die intensive Farbung der Sarcinen
auf, wodurch diese den Eindruck erwecken, als wiren sie frisch
iibergeimpft. Die amdbenartigen Formen treten auch hier in
Erscheinung, wenn auch nicht in derselben Héaufigkeit.

6 Tage, Unterschicht.

Auffallend sind hier manche Stellen, an denen sich fast
nur grofiere, schwach gefarbte Formen vorfinden, die das Aus-
sehen miteinander verschmolzener und aufgeldster Sarcinen haben,
Vereinzelt sieht man die leeren Hiillen wieder, oft aber enthalten
diese noch einen an einer Seite gelegenen intensiv dunklen
Korper. Die Sarcinen selbst besitzen sowohl in jhrer Grofie
als auch Farbbarkeit die verschiedensten Uebergdnge: man sieht
einerseits relativ grofe, dunkel gefirbte Formen, andererseits
aber sind sie sehr klein und meist schwach gefirbt. Aeuflerst
selten beobachtet man auch hier die schon o6fter erwdhnten
Siegelringformen.

6 Tage, Unterschicht, mit LiCl.

Einige der Sarcinen zeigen hier noch die fiir die letzteren
Priparate typische Innenhofbildung. Sonst bietet sich dasselbe
Bild dar: die amo&benartigen Formen treten wieder auf, sehr
selten auch die Siegelringformen, kenntlich an ihrer die normalen
Sarcinen iiberragenden Grofle, vor allem aber an der Ringform,
deren eine Seite dunkel gefirbt ist und so das Aussehen eines
Siegelringes annimmt. Man beobachtet stets, daB solche anomalen
Erscheinungen nesterweise auftreten. Es zeigt sich danach also,
daB in diesen Prédparaten gleichfalls dieselben Erscheinungen
auftreten. :
9 Tage, Oberschicht.

Als Besonderheit treten hier unter den sonst vorwiegend
normalen Sarcinen ganz hell gefirbte grofie Formen auf, die
in ihrem Innern kaum eine Struktur erkennen lassen, am Rande
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dagegen mehrere, oft sogar viele Kérnchen aufweisen. Charak-
teristisch fiir dieses Prdparat ist es, daf auffallend wenig vom
normalen Typus abweichende Formen vorkommen, Ganz sonderbar
ist hier die Farbung, die man nach der Heidenhain’schen
Methode erzielt: das Innere der Sarcinen ist tiefschwarz, wihrend
die dufleren Partien hell gefarbt sind, soda um jede Sarcina
ein Auflenhof gebildet wird, also gerade umgekehrt wie bei den
vorigen Priparaten, wo wir einen Innenhof auftreten sahen.

9 Tage, Oberschicht, mit LiCl,

Hier sind kaum einige anomale Formen zu sehen, Auf-
fillig ist, daB die Sarcinen hier eine auflerordentlich geringe
Grofle aufweisen. Merkwiirdigerweise sind sie hier durchaus
normal gefirbt, ohne jegliche Hofbildung.

9 Tage, Unterschicht.

Man sieht einzelne Siegelringe auftreten, auch die schon
ofter erwadhnten amoboiden Formen lassen sich nachweisen.
Ferner beobachtet man wieder die leeren Sarcinahiillen. Oft
sind in einem Sarcinapaket 2, 3 oder mehrere Bakterien inhalts-
los, oft findet man aber auch Pakete, die nur aus leeren Hiillen
bestehen. Die Farbung ist dieselbe wie bei dem entsprechenden
oberen Priparat. Eigentiimlich ist es, dafl zwischen den beiden
entgegengesetzten Hotbildungen ein gewissermaflen indifferentes
Stadium auftrat.

9 Tage, Unterschicht, mit LiCl

Es sind fast ausschlieBlich normale Sarcinen zu sehen, bis
man plotzlich auf eine Stelle trifft, wo die Kérnchen wieder in
reichlicherer Menge auftreten. In der Umgebung solcher Nester
kann man auch winzige Stibchen beobachten, die dieselbe Farbung
wie die normalen Sarcinen aufweisen, und iiber deren feinere
Struktur man wegen der Kleinheit des Objektes nichts aussagen
kann. Wie nach dem entsprechenden oberen Prédparat zu er-
warten ist, sind die Sarcinen auch hier normal, d. h. ohne Hof
bildung gefirbt. Bei dieser Platte scheint sich also das indifferente
Stadium linger erhalten zu haben. Sieht man von der Farbbarkeit
ab, so 1iBt sich auch hier ein tiefgehender Unterschied in den
einzelnen Préiparaten nicht nachweisen.
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14 Tage, Oberschicht

Es ist immer wieder dasselbe Bild, das sich uns darbietet,
und das durch die iiberaus grofe RegelmaBigkeit und Gleichheit
der Formen charakterisiert wird. Nur noch selten treten die
Kornchen auf, die bei oberflichlicher Einstellung des Mikroskops
immer das typische helle Glinzen zeigen. Meist liegen diese
Kornchen zu 2 bis 3 beisammen, als wenn sie sich eben geteilt
hitten. Einzelne Siegelringformen sind, wenn auch duflerst selten,
in hervorragender Deutlichkeit sichtbar. Die Farbung nach
Heidenhain ergibt den zu erwartenden Auflenhof.

14 Tage, Oberschicht, mit LiCl

Es zeigt sich eine augenfillige Uebereinstimmung mit dem
vorigen Priparat. Die Farbung zeigt hier noch zum groflen
Teil das indifferente Stadium, wenn auch schon verschiedene
Aufienhofbildungen auftreten.

14 Tage, Unterschicht,
Der Formenreichtum ist hier auf einige wenige Siegelring-
stadien beschriankt. Einzelne grofie, unregelmiBige, negativ ge-
farbte Massen halten wir fiir haftengebliebene Agarstiickchen.

14 Tage, Unterschicht, mit LiCl,
Es bietet sich uns genau dasselbe Bild. Bei diesen Pri-
paraten kann man von einem merklichen Unterschied ebenfalls

nicht reden.
3 Wochen, Oberschicht.

Fiir die Sarcinen dieses Alters ist die schwere Farbbarkeit,
als Ursache davon die AuBenhofbildung charakteristisch. Es ist
auffallend, wie wenig leere Hiillen gegeniiber den friiheren Pra-
paraten hier auftreten. Die Sarcinen sind hier aullerordentlich
klein, sie machen einen etwas verwischten Eindruck, als ob
ihre Zellgrenzen sich aufzuldsen beginnen,

3 Wochen, Oberschicht, mit LiClL
Hier fallen besonders zwischen den kleinen, schlecht firb-
baren Sarcinen grofle stark tingierte Formen auf. Aeuflerst
spéarlich sind hier einige Siegelringstadien sichtbar, nesterweise
findet starke Koérnchenansammlung statt.
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3 Wochen, Unterschicht.

Es ist fast ein genaues Abbild des entsprechenden oberen
Priparates. Auffillig sind hier die schon friiher erwidhnten grofien
Zellen, die meist paarweise nebeneinander liegen. Einige Rosen-
kranzformen sind hier besonders schén zu sehen.

3 Wochen, Unterschicht, mit LiClL

Man sieht hier gleichfalls das nesterartige Ansammeln von
Kornchen. Eigentiimlich sind einzelne zystenartige Formen, die
kettenfoérmig hintereinander liegen und sich von den normalen
Sarcinen durch ihre bedeutende Gréfle auszeichnen, Interessanter-
weise zeigen jetzt alle Prdparate ohne Unterschied die typische
Auflenhotbildung. Damit diirften wohl alle Sarcinen zur Bildung
von Dauerformen (Arthrosporen?) iibergegangen sein. Alle diese
Priaparate zeichnen sich durch eine auffallende Aehnlichkeit aus
und lassen jeden tieferen Unterschied vermissen.

Da auf den nidchsten Priparaten stets dasselbe Bild erscheint,
schliefen wir die Beobachtungsreihe ab.

Literaturbesprechung.

Es wiirde zu weit fithren, an dieser Stelle alle Literatur nochmals
zu besprechen, da sie in den Arbeiten meiner Vorgénger schon behandelt
worden ist. Dagegen halten wir es fiir unsere Pflicht, Arbeiten zu be-
riicksichtigen, die uns als Botanikern schwerer zugénglicher waren und
auf deren Bedeutung wir daher erst jetzt aufmerksam wurden. Eine iiber-
ragende Stelle nimmt die an originalen Ideen reiche Schrift von v. Preif’)
ein: Die Bakteriophagie. Leider sind die Arbeiten durch die in der Bak-
teriologie iibliche einfache Flammenfixation beeintrachtigt, ja wir mochten
sagen, es ist schade, dafl v. Preifi zu den letzten Folgerungen aus seinen
fraglos richtigen Gedanken nicht kommen konnte. Er schreibt:

,Was mich besonders veranlafite, Ursache und Wirkung auseinander
zu halten, das war die Erkenntnis, daB in den Bereich der Bakteriophagie
viele Erscheinungen gehéren, die mit einer Aufl¢sung nichts zu tun haben,
wo man von Lysinen zu sprechen nicht berechtigt ist, die aber nichts-
destoweniger dieselbe Ursache haben miissen, wie die bakteriophage Auf-
16sung“, denn ,das Wesen des Phanomens ist gewifl nicht die Auflésung
der Bakterien, die ja blos eine der bakteriophagischen Erscheinungen
darstellt. Seiner Ansicht, da man — ,solange wir so wenig Einblick
in das Innere von Bakterien haben — eben die Eigenschaften ihrer Ko-
lonien strenger beachten solle, fithrt ihn zu der Betrachtung der morpho-
logischen Seite der Bakteriophagie. ,Ist der Phage ein Mikrob, so kann
er selbstverstindlich wohl Erzeuger eines Lysins, nicht aber dieses selbst
sein; aber es ist ebenso leicht mdglich, daf das verdauende Enzym ein
Erzeugnis der durch den Phagen erkrankien Bakterienzelle ist“. ,Heute
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aber sehen wir in der Reihe der Erscheinungen der Bakteriophagie an
Bakterien Vorginge und Zustinde, die sich samtlich damit erkléren lassen,
was wir derzeit iiber Infektion, infektiose Zustinde, Vererbung, Immun-
werden, Latenz von Keimen etc. wissen, und doch verhilt man sich all-
gemein der parasitiren Theorie gegeniiber — wie ich glaube mit Unrecht
— ablehnend, weil man den Parasiten noch nicht greifbar machen konnte.
Es scheint sich zu wiederholen, was die Geschichte der Garungen erfahren;
man bestrebt sich, auch das Phinomen der Bakteriophagie mit Hilfe
chemischen Wissens und Vorstellungen zu erkliren. Und doch hat es
keine Berechtigung, eine Bakterienzelle fiir viel zu klein zu halten, als
daf} in ihr fremde Kleinwesen Platz finden; sie ist eine kleine Welt, in
der gewif3 kleinere noch Platz finden; weshalb sollten gerade sie geschiitzt
sein gegen das Eindringen von Parasiten, denen sonst jede grofiere Zelle,
jedes Lebewesen ausgesetzt ist. Ich mochte meine Meinung iiber die
Natur des Phagen damit zusammentfassen, dal sich samtliche Erscheinungen,
die ich als in den Bereich der Phagenwirkung gehérend erkannt habe,
vom Standpunkte der parasitiren Theorie des Phagen restlos erkldren
und verstehen lassen“. ,Das Phidnomen der Bakteriophagie besteht in
Krankheitserscheinungen von Bakterien, folglich ist es an das Leben der
letzteren gebunden; ein Parasit ist gleichfalls auf das Leben seines Wirtes
angewiesen. Das ursichliche Prinzip der Bakteriophagie ist unbegrenzt
fortziichtbar, ebenso, wie alle Lebewesen; da jedoch seine Vermehrung
nur in Gegenwart lebender Bakterien vor sich geht, ohne solche aber
seine Fortziichtung bisher nicht gelang, so kann es sich — wie d' Herelle
annimmt — nur um ein obligat parasitisches Kleinwesen handeln. Alle
Erscheinungen der Bakteriophagie finden im Rahmen einer parasitiren
Krankheit Platz“. ,Was immer das wirksame Agens sei, so viel scheint
aus den in dieser Arbeit niedergelegten Angaben mit grofier Wahrscheinlich-
keit hervorzugehen, daff es kein einfach lsendes zersetzendes Ferment
sein kénne; es mufl vielmehr etwas sein, was in den Stoffwechsel der
Bakterienzellen einzugreifen, deren assimilierende und dissimilierende
Tétigkeit zu stéren vermag und vielleicht eben dadurch Anstofl zu seiner
Vermehrung gibt. Die krankmachende Wirkung desselben ist das We-
sentliche. Die Krankheit ist eine ganz eigenartige, spezifische, folglich
mufl auch das wirksame Agens die Lebensfunktionen der Bakterienzellen
in einer ganz bestimmten Richtung schidigen®. ,Alle Deutungen, die
das bakteriophage Prinzip aus Bakterien entstehen lassen, und wonach
es durch Zerfall der letzteren frei werden miisse, um benachbarte Bak-
terienzellen angreifen zu konnen, sind mit der soeben angefiihrten Phagie
allerjiingster Kolonien schwer vereinbar.“

Die Phagie hat eine Inkubationszeit und wirkt erst nach 2—3 Stunden
frithestens, meist mehr. Das totliche Agens mufl sich erst vermehren,
um wirken zu kénnen. Die unbegrenzte Vermehrungsfihigkeit 148t sich
aber nur leicht mit der parasitischen Natur des Phagen erklédren.

Wir gehen nun zu den Erscheinungsformen am Bakterium selbst
iber. ,Ein infiziertes Bakterium kann am Leben bleiben und die ver-
schiedensten krankhaften Veridnderungen erfahren; es kann entarten und
abslerben; es kann den Parasiten enthalten und dennoch teilungstéhig
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bleiben; es kann sich in eine infizierte und eine parasitentreie Tochter-
zelle teilen; so konnen aus einem Bakterium gemischte Nachkommen-
schaften (Kolonien) entstehen, die aus Gruppen von gesunden und in-
fizierten Bakterienzellen bestehen; der Parasit kann auch latent in Bak-
terienzellen vorhanden sein, um in folgenden Generationen der letzteren
frither oder spiter sich vermehrend, vielleicht ganz unerwartet durch irgend
eine phagische Erscheinung seine Gegenwart zu verraten.“

v. Preifl weist die von den Herstellern des bakteriophagen Lysins
vorausgesetzte Annahme, dafl die angewandten Bakterien gesund waren,
zuriick, denn er halt es nicht fiir zweifelhaft, ,daBl es sich in allen solchen
Féllen um Bakterien handelte, die mit dem ursédchlichen Prinzip bereits
behaftet gewesen waren®.

Es sei nun noch kurz auf seine morphologischen Beobachtungen
eingegangen. ,Man gedenke ferner jener Bilder, die ich als die aller-
geringsten, noch sichtbar zu machenden Zeichen der Phagie beschrieben
habe, ndmlich innerhalb von Kolonien zwischen Bakterienzellen normaler
Grofe und Farbung einzelne zerstreute hypertrophische und dunkler ge-
farbte Bakterien und Gruppen von solchen; sie sind offenbar Triger des
ursachlichen Prinzips, obgleich bei ihnen von einer Lyse keine Rede sein
kann. Es koénnen aber auch solche Kolonien das ursidchliche Prinzip der
Phagie bergen, an denen iiberhaupt garnichts Auiergewdhnliches zu er-
kennen ist“.

v. Preifl benutzte fiir seine Untersuchungen den Colibazillus, den
er mit einem Phagen vom Stuhl eines Typhuskranken infizierte. Seine
mit Carbol-Toluidin blau gefirbten Préparate zeigten eine ,metachroma-
tische Farbung in dem Sinne, daf alle nicht lytischen Kolonien oder
Teile derselben blau, lytische dagegen rot oder rot-violett gefirbt er-
schienen; durch ihre rétliche Farbung verraten sich in solchen Priparaten
allerkleinste Herde der bakteriophagen Lyse, auch solch mikroskopische,
wo das Phidnomen sich blos auf eine kleine Gruppe von Keimen be-
schrankt.  Die vollstindig phagierten Kolonien, wie es die dem Vor-
gange bereits frithzeitig verfallenen zu sein pflegen, erscheinen in einem
solchen Klatschpriparat lediglich als rotliche Wolkchen verschiedener
Dichtigkeit. Diese rétlichen Massen sind wohl die Ueberreste, eigentlich
Umwandlungsprodukte der aufgelosten Bakterienzellen“. ,Sie erscheinen
flockig oder schollig, iibrigens struckturlos oder sehr fein granuliert, oft
mit groberen Kornchen, zuweilen noch Bakterienzellen enthaltend von
gleichfalls rétlichem Farbton“. ,Unvollstindig geloste Kolonien weisen
in dieser rétlichen Grundsubstanz noch mehr oder weniger Bazillen auf,
die zum Teil von normaler Gr68e und tiefblauer Farbung sein konnen,
zumeist aber sich im Zustande hochgradiger Entartung befinden. Sehr
haufig sind auBergewéhnlich lange Bazillen, sowie sehr lange, zierlich
geschlingelte Fiaden oft noch in Haarbischeln adhnlichen Biindeln an-
einanderliegend.“

Die Uebereinstimmung der hier beschriebenen Erscheinungen mit
den von uns bei Sarcinen gefundenen Formen ist zumindest auffallend.
Weiterhin erwahnt er in vollkommen phagierten Kolonien das Auftreten
von stirker lichtbrechenden Bakterienprodukten, die ein ,fein durchldchertes
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Aussehen zu erkennen“ geben; auch hier dridngt sich uns der Vergleich
mit unseren hell glinzenden Sarcinenballen auf. In allerjiingsten Phagen-
nestern beobachtet er folgende Verédnderungen an den Bakterien: ,Ein
Dicker- und Léangerwerden, Auswachsen zu kiirzeren oder ldngeren
Faden, ein Aufquellen zu grofien kokkenférmigen Kiigelchen*. Wir diirften
wohl nicht fehlgehen, diese aufgequollenen Formen mit unseren Amében-
formen zu indentifizieren. Die gequollenen und verldngerten Faden und
Bakterien weisen rétlich gefarbte Abschnitte auf, ,und zwar so, dafl der
grofte mittlere Teil der Bazillen rétlich, deren Pole dagegen blau geférbt
erscheinen“. ,Verfallen jedoch die Bakterien nicht rasch der Auflosung,
sondern bleiben sie aus irgend einem Grunde lidngere Zeit lebend der
Phagenwirkungausgesetzt, so kdnnen sie die mannigfaltigstenVerinderungen
erfahren. Es ist lediglich eine Frage der Zeit, ob sie weitgehende Ver-
édnderungen erleiden oder nicht; 148t sie das wirksame Prinzip — sei es
ein Gift, Ferment oder ein Parasit — langere Zeit am Leben, so kénnen
sie unter dessen Einflufi weitgehende Entartungen erleiden, wenn nicht,
so miissen sie ohne solche untergehen. Man konnte dies auch mit den
Worten ausdriicken: Ist ber ProzeB ein akuter — sei es infolge grofier
Wirksamkeit des Phagen oder grofer Disposition der Bakterien — so
bleibt den letzteren wenig Zeit zur Entartung; verlduft jedoch der Proze8
chronisch, so ist eine tiefer greifende Entartung wohl méglich.“ ,Sowohl
gequollene wie phagenférmige Entartungsformen koénnen inmitten ganz
normal aussehender Bakterien auftreten“. Der Autor betont dann noch,
daB ,gewisse Inhomogenititen“ auch bei ,normal geltenden, mit dem
Phagen nicht behandelten Bakterien zu beobachten sind“, und sagt dann
weiter: ,Nichts ist jedoch leichter moglich, als dafi solche als normal
geltende Bakterien schon von Haus aus mit den Phagen vermengt und
sie dessen Wirkung bereits vorher kurz oder lang ausgesetzt gewesen
sind oder ihn noch immer enthalten.“

Bemerkenzwert ist noch eine unlingst erschienene Arbeit von
Gibson?®), der den Lebenszyklus von Bacillus radicicola beschreibt.
Auch dieser auf Lohnis fuBende Forscher kommt zu fiir uns héchst
wertvollen Ergebnissen, indem er gleichfalls verschiedentlich das Auftreten
von Kornchen innerhalb der Bakterienzellen erwéhnt. Er schreibt: ,Cul-
tures of B. radicicola may be found in which the cells on mannite
agar are very unlike the usual rod-shaped bacteria even during the first
hours of growth on a fresh medium. In such cultures the cells, which
are frequently irregularly spherical, ovoid or wedge-shaped, may be com-
pletely unstainable or may only show a faintly stainable granule; or faintly
stained or granular rod-shaped structures may be contained within un-
stainable capsules. At times nothing stainable within the capsules can
be recognised. These capsules are quite distinct from the usual slime
in which the rods are always embedded for the slime takes the stai
with avidity. Thread-like growths consisting of a series of faintly stainable
granules enclosed in capsular material are common in cultures of this
type.“ Diese Ergebnisse sind durch verhiltnisméBig einfache Farbungen
erzielt. Gibson hat zum Teil Flammenfixierung und Fuchsin genommen,
dagegen fixierte er bei besonderen Fillen nach der Dobell’schen Tropfen-
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methode mit Formalin und Alkohol und farbte mit indischer Tinte (Hama-
toxylin) und Congorot. Weiterhin treten in seinen Kulturen verzweigte
Formen auf, die gleichfalls die Kornchen enthalten: ,By examining cul-
tures exhibiting all stages of branching it may be seen that the initial
bud and later the tip of the branch frequently contains one of the deeply
staining granules which are common in cells undergoing this process®.
Schliefllich beobachtet er kugelige, kérnchenfithrende Formen, die er nach
Loéhnis als Gonidangien bezeichnet: ,The spherical forms usually contain
very minute, deeply staining granules“ und fiigt noch hinzu, daB ,the
granules were very clearly defined under the microscope“.

In einer Abhandlung iiber die Natur des Bakteriophagen beschiftigt
sich Flu?') mit den d’' Herelle’'schen Kriterien, die dieser fiir ein lebendes
Prinzip der Bakteriophagie in physiologischer Hinsicht aufgestellt hat und
gelangt zu folgenden Punkten:

1. Der Bakteriophag zeigt die Erscheinung der Autonomie, da er bei Ver-
mehrung in einem heterogenen Medium seine Eigenschaften behilt.

2. Da ein lebendes Wesen nur durch Assimilation hierzu befiahigt ist, folgt
daraus, daB auch der Bakteriophag assimilieren kann.

3. Der Bakteriophag kann sich innerhalb gewisser Grenzen an bestimmte
Lebensbedingungen anpassen.

4. Bei beliebiger Zahl aufeinanderfolgender Impfungen ist der Bakteriophag
imstande, sich als selbstindiger Stoff zu behaupten, er kann sich also
vervielféltigen.

5. Der Bakteriophag hat nicht gegen jedes Bakterium die gleiche Wirk-
samkeit, er ist spezifisiert.

Auf Grund der verschiedenen Arbeiten, die bei uns in dieser Hin-
sicht gefiihrt worden sind, sind wir imstande, zu diesen physiologisch
bedingten Kriterien entsprechende morphologische an die Seite zu stellen:

1. Wiedererzeugung der Erscheinungsformen.

2. Es findet ein Ausfressen der Bakterien statt.

3. Beim Eintrocknen und Verbrauch der Bakterien macht sich eine
Abinderung des Bakteriophagen-Kreislaufs bemerkbar: bei Zusatz
von LiCl sind die Erscheinungsformen manchmal hiufiger, aber
meist dhnlich.

4. Bei aufeinanderfolgenden Impfungen findet eine Vervielfiltigung
der Kornchen statt.

5. Trotz Aehnlichkeit der Erscheinungsformen sind gewisse Unter-
schiede bei den einzelnen Arten vorhanden, es ist also eine Spe-
zifitit bemerkbar.

Den Einwand Flu's, da man die Gegner der Parasitentheorie nicht
eher iiberzeugen kann, bis man eine Eigenschaft des Bakteriophagen ge-
funden hat, ,die mit der Lysis nicht direkt etwas zu tun hat, und wenn
man nicht nachweisen kann, daf auch diese Eigenschaft bei Vermehrung
in heterogenem Milieu konstant bleibt, und der Bakteriophag auch in
dieser Eigenschaft variieren und sich adaptieren kann“, konnen wir ent-
kraften, indem wir die Gestalt des Bakteriographen als die gesuchte
Eigenschaft hinstellen, Insbesondere durch die Arbeit von Wilke ist
bewiesen, daf der Bakteriophag in seiner Gestalt sich den verschiedensten
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Bedingungen anpassen kann. Nur durch die Vernachlissigung dieses
Momentes ist es zu verstehen, daB Flu in seinen zweifellos richtigen
Gedankengiangen nicht zum endgiiltigen Schluff gelangt, indem er den
Bakteriophagen fiir ein ultramikroskopisches lebendes Wesen, einen ,Pa-
rasiten der Bakterien“ halt.

Zu der Arbeit von Tiomkin-Schukoff und Marg. Rittner?)
wollen wir ebenfalls kurz Stellung nehmen. Die beiden Autoren behan-
delten Kulturen von Shiga-Bazillen 48 Stunden lang mit konzentriertem
Glycerin bezw. 50°)viger Glycerinbouillon. Dabei zeigte sich, daB zwar
einige Keime der Bazillen noch festgestellt werden konnten, aber keine
Lysinbildung auftrat. Unserer Theorie nach ist die auch zu erwarten ge-
wesen, denn der Phage braucht zu seinem Fortkommen unbedingt lebendes
Material, ein Parasit ohne seinen Wirt ist nicht lebensfahig. Bei Glyzerin-
zusatz begiinstigen wir anfianglich das Phagenwachstum, ebenso wie in
den meisten Fillen durch Zusatz von LiCl. Werden die Bakterien aber
allzu sehr geschwicht, so kann sich der Parasit nicht weiter ausbreiten,
es bleiben zum SchluB nur noch einige besonders resistente Bakterien
iiber. Durch jeden schadigenden Einflufl storen wir das Gleichgewicht
Bakterien : Phagen, anfinglich zugunsten der Phagen. Wird aber die
Schadigung zu stark, so kann sich das Verhiltnis umkehren.

In demselben Sinne ist auch die Arbeit von Ebert und Peretz?®)
zu deuten. Die beiden Autoren verfiitterten Bacillus enteritidis
Gartner und den daraus geziichteten Bakteriophagen an weifie Miuse
und versuchten, eine Schutzwirkung des Bakteriophagen festzustellen.
Das Miilingen dieses Versuches ist gleichfalls darauf zuriickzufiihren, daff
urspriinglich das Gleichgewicht Bakterien : Phagen sehr zugunsten der
Phagen gestort wurde, wodurch ein rasches Absterben der meisten Bak-
terien und damit auch der Phagen erfolgte. Auf die Dauer jedoch 148t sich
das Gleichgewicht ohne weitere Eingrifte nicht stéren, soda es sich bald
von selbst wieder einstellt. Interessant ist noch die Angabe, da8 die beiden
Autoren bei einigen Dany8-Stdmmen einen ,kérnigen Wuchs“ bemerkten.

Tichomir V. Simié?) gibt in einer Arbeit an, daB er aus dem
Blut akuter Typhusfille Bakterien isolierte, die sehr haufig ,Involutions-
formen“ zeigten und auf gewohnlichem Agar sich sehr schlecht ver-
mehrten, erst auf Blutagar ein besseres Wachstum zeigten. Unserer Ansicht
nach handelte es sich um stark von Phagen befallene Stimme, die nur
bei #uferst giinstigen Medien ein iiberwiegendes Bakterienwachstum
zeigten, in anderen Féllen aber einfach von den Phagen aufgefressen
wurden.. Der Autor machte weiter den sehr interessanten Versuch, durch
fortgesetztes Ueberimpfen der Bakterien schlieBlich ein bakteriophagen-
freies Material zu ziichten, was ihm auch angeblich gelang: ,Auf diese
Weise erzielten wir schon nach 20 bis 25 Uebertragungen besonders auf
Blutagar vollstindig bakteriophagenfreie Bakterien. Dabei und noch aus-
gepragter bei spiteren Ziichtungen erhielten wir die interessante Er-
scheinung, dafl in ein und derselben Kultur die Bakteriophagen ungleich
verteilt sind. Wihrend einige Stellen reich an Bakteriophagen waren,
fanden sie sich an anderen spirlich oder garnicht. Dies spricht un-
zweifeihaft fiir die belebte Natur der Bakteriophagen, die, wie auch andere
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Mikroorganismen ihre Kolonien bilden, die in gemischten Kulturen ungleich
verteilt sind.“ Es ist unserer Ansicht nach sehr wohl denkbar, daf durch
fortgesetztes ,Plattenwaschen“ das Gleichgewicht Bakterien : Phagen
schliefilich sehr zugunsten der Bakterien gestért wird, indem die Bak-
teriophagen einfach ,ausgewaschen“ werden. Doch méchten wir ein voll-
stindiges ,Auswaschen® bezweifeln. In dhnlichem Sinne mdégen auch die
Reinigungsverfahren bei unserer Sarcinakultur gewirkt haben.

In einem Referat behandelt Demeter?®*) die bisherigen Arbeiten
iiber das Wesen und die Natur der Bakteriophagie und kommt zu folgenden
Ergebnissen: ,Das lytische Prinzip steht in engsten Beziehungen zu den
von ihm zerstorten Bakterien. Seine Entstehung und Fortfiihrung ist un-
mittelbar an lebende, sich vermehrende Bakterien gebunden®. ,Dabei
kénnen neue resistente Bakterienrassen (Variationen oder Mutationen) ent-
stehen, die sich von den Originalkulturen wesentlich unterscheiden. Der
Fortgang der Lyse 1afit sich auch mikroskopisch verfolgen, wenn auch
nicht in allen Fillen. Die Bakterien verlieren ihre normale Firbbarkeit,
es treten charakteristische Verinderungen der AuBleren Gestalt auf. Sie
quellen zu schlecht firbbaren, kugeligen oder keulenférmigen Gebilden
auf, die dann in feinste Kérnchen zerfallen und verschwinden“. Weiterhin
entnehmen wir dieser Arbeit die von Bail aufgestellte Splittertheorie:
yunter dem Einfluf besonders der Korpersifte wiirden die Bakterien in
einzelne Splitter gespalten; die Splitter selbst bediirften zu ihrer Ernahrung
wieder Stoffe aus den noch lebenden {iibrigen Bakterien. Diese wiirden
dadurch wiederum zu jenen auch fiir sich allein lebensfahigen Splittern
abgebaut. Die Splitter sollen nun nach Bail aus Chromatinteilen der
Bakterien stammen, als funktionell titig gebliebene Teilchen der Bakterien-
substanz, die unter Verlust ihrer aufbauenden Tatigkeit nur mehr die zer-
storende behalten haben. Nur wenn sich die Bakterienzelle im Wachstum
befindet, ist das abgesplitterte bakteriophage Chromatin in der Lage, die
gesunde Bakterienzelle zu infizieren und diese ihrerseits wieder zu ver-
anlassen, Splitler abzugeben“. Es fordert geradezu heraus, diese chromatin-
haltigen , Splitter“ mit unseren beobachteten Kérnchen gleichzusetzen, um
eine eindeutige Uebereinstimmung mit unserer Arbeit zu erzielen.

Auf einem anderen Wege versuchte Wohlfeil?) dem Problem
der Bakteriophagie niher zu kommen. Er untersuchte die Atmungsintensitat
an dem Verbrauche von Sauerstoff und der Erzeugung von Kohlensiure
bei Bakterien, die mit wirksamem und sterilem Lysin geimpft waren. Durch
die Gegenwart von wirksamem Lysin weisen die Bakterien einen relativ
hohen Sauerstoffverbrauch auf. Wir entnehmen seiner Arbeit folgende
Daten: 254 - 10° Bakterien pro cem mit wirksamem Lysin geimpft, er-
geben einen O:-Verbrauch von 44,6 °j00 und eine COz-Erzeugung von 6,0 %o
in der Zeit von zwei Stunden. Mit sterilem Lysin geimpfte Bakterien
dagegen ergaben in der gleichen Zeit bei 1560 - 10® Bakterien pro ccm
einen O:-Verbrauch von 54,5 °%w0 und eine CO:-Erzeugung von 7,63 %oo.
Trotzdem also in letzterem Falle die Bakterienzahl pro cecm das 6fache
iibertraf, war der O:-Verbrauch nur wenig groéfier. Das Entsprechende gilt
auch von der COe-Produktion. Durch diese Versuche gelangt Wohlfeil
zu dem Schluf, ,dafl die Bakterien durch das Lysin eine Stoffwechsel-
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steigerung erfahren mssen, und zwar erklart er diese durch den O,-
Verbrauch zerfallender organischer Substanz. Ein anderer Versuch bestitigt
diesen Schluff noch besser: 1,48 - 10° Bakterien pro ccm mit wirksamem
Lysin verbrauchen in 3 Stunden 10 Minuten 57,2 °/e0 Sauerstoff und er-
zeugen 76,5 %0 Kohlensiure. Dagegen verbrauchen 3,9 - 10° Bakterien
pro cem mit sterilem Lysin der gleichen Zeit nur 53,0 °/o0 Sauerstoff und
erzeugen 14 °foo Kohlenséure ,Diese Tatsachen zeigen, daf erstens in
Uebereinstimmung mit fritheren Feststellungen d’ Herelles eine Keim-
verminderung durch das Lysin trotz ausbleibender Auflésung der Bakterien-
leiber bestand, zweitens dal aber die nicht mehr entwicklungsfihigen
Keime noch geatmet haben miissen. Auch hier geht der respiratorische
Quotient den Aenderungen des Stoffwechsels der tatsidchlich atmenden
Bakterien weitgehend paralell. ,Diesen Schluifolgerungen gegeniiber wire
folgender Einwand berechtigt: Der gefundene relativ hohe O:-Verbrauch
im Stadium der Bakterienauflosung und der hier im Stadium des Fehlens
der Lyse beobachtete beruhe nicht auf einem O:-Verbrauch durch die
zugrunde gegangenen Zellen, sondern auf einer Atmung des Lysins, welches
in diesem Stadium in seinem Titer bereits sehr hoch gestiegen ist“ Er
sucht nun die lebende Eigenschaft des Lysins dadurch zu widerlegen,
dafl er bakterienfreies Lysin in seiner Atmung untersucht und keine findet.
Dafl er da Dauerformen der Erreger hatte oder bestenfalls haben konnte,
bedenkt er nicht. Wir wissen, dafl die Phagen nur solange vegetativ
leben, als lebendige Bakterien vorhanden sind. Der Atemverbrauch im
latenten Leben ist bekanntlich sehr gering. Dafi Pockenvirus nach Zer-
reiben atmet, besagt nicht viel, denn einerseits werden durch solche
mechanischen Einfliisse vielleicht die Zellen oder Teile derselben angeregt
oder aus dem latenten Leben erweckt. Die Uebertragung des letzten Be-
fundes auf Bakteriophagen ist zudem unstatthaft; ferner sind die Differenzen
zwischen totem und wirksamem Virus hierbei so gering, dal der Verdacht
auf Versuchsfehler sehr nahe liegt. Auf Grund seiner Versuche kommt
er nun zu folgender Zusammenfassung: ,Gasstoffwechselversuche an Bak-
terien zusammen mit Lysinen ergaben teils ein Parallelgehen der CO--
und Q:-Werte mit den Keimzahlinderungen, zum Teil jedoch neben der
Stoffwechselschidigung eine relative Erhohung des Bakterienstoffwechsels
durch das Lysin. Unter Einwirkung des Lysins wurden die durch das
Plattengufiverfahren festgestellten Bakterienzahlen stets vermindert ge-
funden“. ,Nach der hier zur Anwendung gekommenen Methode steht es
fest, dal das bakteriophage Lysin relativ zu den Kontrollen und einem
untersuchten bekannten filtrierbaren Virus eine messbare Atmung nicht
aufweist. Diese Tatsachen lassen zum mindesten an der Theorie von der
Lebenstatigkeit des Bakteriophagen erhebliche Zweifel aufkommen, wenn
sie diese Anschauung nicht sogar als unrichtig kennzeichnen.“ Wir
méchten im Gegenteil glauben, dafl gerade die Erhéhung des Stoffwechsels
zum Teil auf die Phagen und die Bakterien zuriickgeht. Die Bakterien
sind nicht nur atmungsfihig geblieben, sondern die Phagen addieren sich
noch zur Bakterienatmung.
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Zusammenfassung.

Wir haben bei Sarcina flava Erscheinungen beobachten
koénnen, die man, ganz neutral ausgedriickt, als Pleomorphismus
bezeichnen kann. Die Sarcinen sind in ganz jungen Priparaten
noch nicht immer als typische Paketformen vorhanden, sondern
vielfach noch als Einzelkokken, Diplokokken oder Viererformen,
Bald jedoch bemerkten wir das Auftreten der typischen Sarcina-
form. Die einfacheren Glieder sind durch grofle Einzelzellen
ausgezeichnet. Es kommt dann zur Bildung von 16- und 32iger
Stadien. Diese zerfallen dann fiir gewShnlich. Bei der Fort-
entwicklung werden die Einzelzellen immer kleiner. Nach einiger
Zeit bemerkt man, daB die Zellen sich etwas voneinander ab-
heben, Sie bekommen im Innern einen hellen vakuolenartigen
Hof. Dieser firbt sich nach Heidenhain nur sehr schwer.
Endlich verdichtet sich der Inhalt und wir bekommen Sarcinen
mit stark lichtbrechendem Auflenhof. Diese Formen verindern
sich nicht mehr, sie sind besonders fiir alte Kulturen kenn-
zeichnend. Sie stellen eine Art Dauerform dar. Wenn wir wollen,
kénnen wir sie als Arthrosporen bezeichnen.

Neben diesen ganz im Rahmen der Sarcinaentwicklung
vorhandenen Formen haben wir wesentlich anders geartete Ge-
staltungen. Diese erscheinen nicht allzu reichlich, besonders bei
weitgehend durch Plattengufi gereinigten Kulturen. Eine Zugabe
von Lithiumchlorid war nicht imstande, die Formen zu ver-
mehren, Ebensowenig héuften sie sich bei einer weilen Variation,
die innerhalb unserer Kulturen wie eine ,Sektorialchimire® auf-
tauchte. Bereits in dem Ausgangsmaterial waren andere Formen
vorhanden, die sich als bedeutend groBer erwiesen und sich
durch ovale Gestalt auszeichneten. Sie waren immer einzeln
und nicht in Sarcinenform gelagert. Diese 16sten beim langeren
Liegen auf der Platte ihre Wanduug und gaben Gebilde, die
in ihrer UnregelmifBigkeit etwas an Amében erinnerten, In ihrem
Inneren waren kleine nach Much stark firbbare Kornchen.
Diese l6sten sich aus dem Amé&benverbande. Zum Teil ver-
wandelten sie sich in winzigste Stdbchen, die wir eigentlich
richtiger als feinste Striche bezeichnen kdnnen. Auch diese ent-
hielten immer die Kornchen und zerfielen in solche. In den
Praparaten sind diese Koérnchen an den Sarcinen liegend zu
sehen, doch konnte ein Eindringen nicht mit absoluter Sicherheit
festgestellt werden. Weiterhin beobachtet man genau dieselben

130



Kérnchen innerhalb der Sarcinen. Es war haufig nur eine einzige
Zelle eines Paketes, die einen solchen nach Much tiefschwarz
gefirbten Inhalt fiihrte. Daneben finden wir auch Sarcinen, die
in mehr als in einer Zelle solche Korner fiihren. Es sind auch
Typen zu finden, bei denen eine Zelle leer ist und daneben
die anderen Zellen mit schwarzen Koérnchen belegt sind. Die
Kornerformen liegen haufig, aber nicht immer in mehr oder
minder groBen Nestern beisammen. Oft konnte man beobachten,
daB mehr als ein Ko6rnchen in einer Zelle lag. Es konnten
etwa bis 8 sein. In gut fixierten Priparaten war das Aufgehen
der Zellen und Hinausgehen von Kornern aus der Zelle zu be-
obachten. Besonders in Heidenhain-Priparaten, aber auch
bei Vitalfirbung, ist das Vorkommen von leeren Hiillen von
Sarcinagestalt auffillig. Locher in denselben lieBen sich nicht
absolut deutlich nachweisen, wenn auch wahrscheinlich machen,
Aus den Zellen konnen nun entweder mehrere Kérnchen
herausgehen, oder es konnen auch feinste Stibchen sein, die
dann zunichst in Nestern, spiter auch vereinzelt zu beobachten
sind. Diese Stibchen waren nur selten in Vereinigung zu sehen.
Es lief} sich deutlich ein Anschwellen dieser Stibchen zu Keulen-
formen beobachten, daneben jedoch auch ein Zerfall zu kleinsten
Kornchen. Weiterhin treten aus den Zellen deutlich gréfiere
Keulenformen aus, die sich bald amébenartig aufblahen. Diese
sind auf das sicherste mit einem Ko6rnchen und einer dichteren
Masse darum versehen. Das Ganze hat eine gewisse Aehnlichkeit
mit einem Kerne. Die Amd&ben vereinigen sich zu etwas gréfieren
Formen. Eigentliche Symplasmen grofieren Umfanges fanden
wir nicht. Die Amében enthielten zunichst dunkle Kérnchen,
spéter war eine deutliche starke Wand und eine zentrale Vakuole
zu sehen. Es sind das die Siegelringformen, von denen wir den
Ausgang nahmen. Nur sehr selten, aber immerhin mehrmals
beobachten konnten wir gréfiere Stabformen. Diese waren be-
deutend ldnger als die Sarcinazellen. Sie enthielten besonders
an einem Ende die erwdhnten Kérnchen, an der Spitze waren
sie hdufig muchnegativ gefirbt. Aus ihnen kann man ebenfalls
unter knotigen Zwischenformen Siegelringe entstehen sehen.
Am Schlusse dieser Arbeit mochte ich nicht verfehlen,
Hcrrn Professor Dr. M ez fiir das Interesse, das er meiner Arbeit
entgegenbrachte, meinen besten Dank auszusprechen. Ebenfalls
dringt es mich, meinem Lehrer, Herrn Dr, Ziegenspeck, den
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Dank fiir die mir bereitwilligst zur Verfiigung gestellten teuren
Instrumente mit Apochromatoptik und mikrophotographischen
Apparate auszusprechen. Leider ist es mir nicht moglich, die
Bilder in der Ausdehnung zu verdffentlichen, wie es fiir die
Objektivitit der Beweisfithrung wiinschenswert wire,
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