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ABSTRACT: On the characterization of some proteolytical and nonproteolytical bacterian
species of the genus Psendomonas. A total of 298 strains belonging to the fluorescent group
of the genus Pseudomonas were isolated from samples taken from the Uberlinger See (Boden-
see). 174 of these strains cause gelatin to liquidize. The ability of liquidizing gelatin for the
most part goes together with the production of lecithinase. 64 of the liquidizing strains showed
lysis of human and wether blood and produced a polypeptid which is toxical for amoebae.
All of the non-liquidizing strains proved to be non-toxical for amoebae.

EINLEITUNG

Bei der bakteriologischen Untersuchung sowohl von Abwissern als auch von
Proben aus ordnungsgemif installierten Brunnen ist Pseudomonas fluorescens hiufig
nachzuweisen, KNORR et al. berichteten 1956 iiber ihre Beobachtungen beziiglich des
Versagens der biologischen Sperre bei der Entkeimung des versinkenden Oberflichen-
wassers. Sie fanden unter 300 Fluoreszenten-Stimmen 193 Stimme, die auf Amoben
ausgesprochen vergiftend wirkten; das waren 64 %o aller Stimme. 1958 gelang es GRAF,
aus Psendomonas fluorescens-Kulturen den protostatisch-protociden Wirkstoff, ein
Polypeptid mit einer daran gebundenen Siure, darzustellen. GrAr & BrcxeL beschrie-
ben 1961 die Wirkung des von Grir dargestellten Hemmstoffes auf Amdben und
Ciliaten.

An 298 Fluoreszenten-Stimmen von der Oberfliche und aus 60 m Tiefe des Uber-
linger Sees (Bodensee) sowie aus Filterschlamm und Netzplankton versuchten wir fest-
zustellen, wieviele Stimme jeder gefundenen Fluoreszentenart Hemmstoff bilden und
in welchen wichtigen Figenschaften sie sich sonst voneinander unterscheiden.

UNTERSUCHUNGSGANG

Unsere Proben wurden auf Mouton-Agar aufgespatelt und bei 220 C bebriitet.
Alle darauf angegangenen cytochromoxydase-positiven Keime wurden nach einer

1 Herrn Professor Dr. Aporr BickMANN zum 65. Geburtstag in Verehrung gewidmer.

2 Diese Untersuchungen wurden 1961 im Rahmen einer bakteriologischen Bodenseeunter-
suchung am Hygienisch-bakteriologischen Institut der Universitde Erlangen (Leiter: Prof. Dr.
M. Knorr) durchgefithrt.
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Bouillonpassage auf Kingschem ,Fluorescinmedium® auf Fluorescinbildung gepriift.
Wir machten dabei die Beobachtung, dafl eine besonders gute Farbstoffbildung erreicht
wird, wenn man die Kulturen nach viertigiger Bebriitung bei 220 C eine Woche lang
bei 4% C im Kiihlschrank aufbewahrt. Grundsitzlich kamen nur solche Stimme zur
Untersuchung, die auf Kingschem Medium fluoreszierenden Farbstoff bildeten. Die
Fihigkeit, Gelatine zu verflissigen, wurde im Rhrchen mit 8 %oiger Gelatine ge-
prift. Gleichzeitig stellten wir mit allen Fluoreszenten die Eigelbreaktion zum Leci-
thinasenachweis an, zuerst im fliissigen Medium, bei zweifelhaftem Ausfall auch auf
dem Agar-Nihrboden (Kringe 1957).

Laktosespaltung priiften wir im Schrigrhrchen auf dem Medium nach Huen
& Lemson. Zur Begutachtung der Begeiflelung wurde stets von 24 bis 48 Stunden alten
Schrigagarkulturen ausgegangen. Die Darstellung der Geifleln erfolgte nach der
Methode von Lerrson oder von Topa.

Die Himolysefdhigkeit wurde gepriift auf 2 %/o-Menschenblutplatten und diinn
gegossenen 8 8/p-Hammelblutplatten, auf welche die Keime aus 24 Stunden alten
Bouillonkulturen verimpft wurden. Gelatineverfliissigung und Eigelbreaktion wurden
14 Tage lang kontrolliert, die Laktoserhrchen beobachteten wir 4 Wochen lang, wih-
rend die endgiiltige Auswertung der Blutplatten nach 7 Tagen erfolgte. Zum Nachweis
der Protozoenhemmung wurde eine Amdbe vom Limax-Typ verwendet. Frische
Ambbenkulturen konnten dadurdch erhalten werden, dafl wir Einzeltiere auf Mouton-
platten iibertrugen, welche gut von Aerobacter aerogenes bewachsen waren. Die auf
Hemmstoffproduktion zu untersuchenden Fluoreszenten wurden aus 24 Stunden alten
Bouillonkulturen strichférmig auf Moutonplatten verimpft. Waren die Fluoreszenten-
Kolonien nach 2 bis 3 Tagen gut herangewachsen, so wurde mit der Nadel eine winzige
Menge des Substrates der , AmSben-Frefiplatte® jeweils etwa 1 mm vor den Rindern
der Kolonien auf dem Nihrboden abgestrichen. Die Hemmwirkung priiften wir
mikroskopisch nach 6, 24 und 48 Stunden; meist 4nderte sich bereits nach 6 Stunden
nichts mehr am endgiiltigen Ergebnis. Die Hemmwirkung wurde positiv bewertet,
wenn die Amdben lysiert wurden, beziehungsweise wenn sie enzystierten oder sich von
der Bakterienkolonie wegbewegten. Die Hemmung wurde als negativ bezeichnet, wenn
die Amdben bis an die Fluoreszentenkolonie heranwuchsen oder in sie eindrangen.

EIGENSCHAFTEN DER UNTERSUCHTEN FLUORESZENTEN

Bei allen Stimmen konnte in Bouillon die Ausbildung eines Oberflichenhiutchens
beobachtet werden, das mitunter auch nur durch ,Schollenbildung® angedeutet war.
Bei der Mehrzahl der Keime trat von der Oberfliche der Bouillon ausgehend nach
mehreren Bebriitungstagen verschieden stark ausgeprigte Fluoreszenz auf. Ein Sedi-
ment in der Kuppe der Kulturrshrchen fand sich nach einigen Tagen in der Bouillon-
kultur bei allen Stimmen.

30 Stimme der Gelatineverfliissiger (17 %o der Verfliissiger) spalteten Laktose,
bei den Nichtverfliissigern waren es 4 Stimme (3 %o der Nichtverfliissiger). Dieser Be-
fund steht bisherigen Angaben entgegen, nach denen P. fluorescens Laktose nicht spal-
ten kann. Es ist zu bemerken, daf eine hydrolytische Spaltung der Laktose bei der
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iiblichen Sterilisation im Dampfropf eintreten kann. Fine bakterielle Verwertung der
freigesetzten Dextrose wiirde dann eine Laktosespaltung durch die Bakterien vortiu-
schen. Um diese Méglichkeit auszuschlieflen, wurde die Laktose in Losung steril mem-
branfiltriert und hierauf dem auf etwa 600 C abgekiihlten Agar beigemischt. Nach 7 bis
14 Tagen inderte sich nichts mehr am Ausgang dieser Reaktion.

Die Untersuchung der 298 von uns isolierten Stimme auf Begeifielung ergab, dafl
3 Stimme von P. putida 1 bis 2 subpolare Geifleln und 265 der iibrigen Stimme 3 bis
mehrere subpolare Geifleln besaflen. 30 unserer Stimme waren unbeweglich und nicht
begeiflelt. Unter ihnen fanden sich 3 Gelatineverfliissiger, einer hiervon bildete Hemm-
stoff. Dieser ,Hemmer® fiel seines jasminartigen Geruches wegen auf, er knnte (nach
BErGEY) P. smaragdina oder P. chlorina sein. Die beiden anderen unbegeiflelten Ver-
fliissiger diirften Varianten von P. fluorescens sein. Bei den 27 unbegeiflelten, Gelatine
nicht verfliissigenden Keimen handelt es sich um Stdmme von P. fluorescens non lique-
faciens immobilis Eisenserg. Die von uns aufgefundenen Stimme der Gelatinever-
fliissiger erwiesen sich in Uberwiegender Mehrheit als solche von P. fluorescens, jenc
der Nichtverfliissiger als solche von P. putida. Diese beiden Keime werden sehr hiufig
als miteinander identisch betrachtet, sie unterscheiden sich jedoch deutlich voneinander,
besonders durch ihr verschiedenes Temperatur-Optimum und ihr unterschiedliches
Verhalten gegeniiber Gelatine (Kringe 1959).

Nach Feststellungen von KuiNnce & GrAr (1959) ist die Menge des produzierten
Hemmstoffes fiir den jeweiligen Vergiftungsgrad der Amében und fiir die Hamolyse
verantwortlich, wobei Himolyse schon durch geringe Hemmstoffkonzentrationen er-
folgt, ohne daf gleichzeitig Amdben sichtbar geschddigt werden. Dabei erweisen sich
menschliche Erythrozyten wiederum als empfindlicher als Hammelerythrozyten. Hier-
durdh erklirt sich die Tatsache, dafl wir eine groflere Zahl von Gelatineverfliissigern

Tabelle 1
Ubersicht {iber Eigenschaften proteolytischer und nichtproteolytischer Bakterienstimme
177 Gelatineverfliissiger 124 Nidhtverfliissiger
Kriterion davon davon
174 Psendomonas fluorescens 97 Pseudomonas putida
Mit Lecithinase 168 2
Ohne Lecithinase 6 122
Himolyse von Menschen- und 64 keiner
Hammelerythrozyten und
Amdbenhemmung
Himolyse nur von Menschen- 51 15 (10 davon schwach)
erythrozyten
Mit Amdbenlyse 46 keiner
Mit toxischer Wirkung auf 18 keiner
Ambdben
%0 Amdbenhemmer der 36
Gelatineverfliissiger
%o Amdbenhemmer der gesamten 21,5 0
Fluoreszentenstimme
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fanden, die wohl Menschenerythrozyten lysierten, Amdben jedoch nicht vergifteten.
Aus einer Gegeniiberstellung proteolytischer und nichtproteolytischer Stimme (Tab. 1)
wird ersichtlich, dafl sich beide Gruppen deutlich unterscheiden hinsichtlich ihrer Himo-
lysefihigkeit, Amtbenhemmung und Lecithinspaltung.

DISKUSSION

Von unseren 298 Fluoreszentenstimmen zeigten 21,590 Hemmwirkung gegen
Ambben. Praktisch kamen nur Stimme von P. fluorescens als Hemmstoffproduzenten
in Frage. Ein Vergleich unserer Werte mit jenen von Kworr et al. (1956) legt die
Vermutung nahe, daff im damaligen Probenmaterial die Stimme von P. fluorescens
gegeniiber den nichtverfliissigenden Fluoreszentenstimmen in {iberwiegender Mehrzahl
vorhanden waren. Mbglicherweise findet auf Grund von Filtrationsvorgingen im
Boden eine Anreicherung von proteolytisch aktiven und hemmstoffbildenden Fluores-
zenten statt. Bel unseren Proben, die dem Uberlinger See, den oberen Schichten eines
Sandfilters (es wird Wasser aus 60 m Tiefe des Uberlinger Sees filtriert) und Netz-
plankton entstammten — also einem ,offenen System®, — fiel niemals ein besonderes
Ubergewicht von Hemmstoffbildnern auf. Es wire interessant, die Suche nach der-
artigen psychrophilen, hemmstoffbildenden Fluoreszenten in verschiedenen Biotopen
fortzusetzen, um zu sehen, in welchem Mafle eine Selektion ihre relative Abundanz
verschieben kann. Derartige Untersuchungen kdnnten fiir die Mitbeurteilung der Vor-
ginge im lebenden Rasen biologischer Kliranlagen von groflem praktischem und
theoretischem Interesse sein.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Von 298 gepriiften Fluoreszenten-Stimmen erwiesen sich 174 als Gelatineverfliissi-
ger. Bis auf 6 Stdmme (3,5 % der Verfliissiger) spalteten diese Verfliissiger Lecithin.
Bei den Nichtverflissigern fiel die Priffung auf Lecithinase nur in 2 Fillen (1,6%
der Nichtverfliissiger) positiv aus. Gelatineverfliissigung und Lecithinspaltung
erfolgten also in rund 96 % aller Fille gleichzeitig,

2. Nur bei Gelatineverfliissigern war Himolyse auf Hammelblutplatten festzustellen.
Alle 64 Hammelerythrozyten auflésenden Stimme (3690 der Verfliissiger) er-
wiesen sich als AmSbenhemmer. Amé&benlyse erfolgte durch 46 Stimme; 18 Stimme
wirkten vergiftend.

3. 51 der gelatineverfliissigenden Stimme (29% der Verfliissiger) zeigten Himolyse
nur auf der Menschenblutplatte, wiesen jedoch keine Amébenhemmung auf.

4. Fithrt man die Verfliissiger, welche nur Menschenerythrozyten lysieren, zusammen
mit jenen, die Hammelerythrozyten auflésen und Amdben sichtbar schidigen, als
Hemmstoffbildner, so beliuft sich deren Anteil auf rund 689 der Gelatinever-
fliissiger.

5. Von 124 Nichtverflissigern zeigten 15 Stimme Himolyse nur auf Menschenblut-
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platten. Es ist nicht bekannt, ob diese Himolyse ebenfalls durch den von GrAr bei
P. fluorescens-Stimmen gefundenen Wirkstoff verursacht wurde.
6. Laktosesiuverung wurde bei 30 Gelatineverfliissigern und bei 4 Nichtverfliissigern

gefunden.
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