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ABSTRACT: On the characterization of some proteolytical and nonproteolytical bacterian 
species of the genus Pseudomonas. A total of 298 strains belonging to the fluorescent group 
of the genus Pseudomonas were isolated from samples taken from the l~berlinger 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 Iecithinase. 64 of the liquidlzing strains showed 
Iysis of human and wether blood and produced a polypeptid which is toxical for amoebae. 
All of the non-Iiquidizing strains proved to be non-toxical for amoebae. 

EINLEITUNG 

Bei der bakteriologischen Untersuchung sowohl von Abw~issern ats au& yon 
Proben aus ordnungsgem~it~ installierten Brunnen ist Pseudornonas fluorescens h~iufig 
nachzuweisen. KyoI~R et al. berichteten 1956 fiber ihre Beobachtungen bezfiglich des 
Versagens der biologischen Sperre bei der Entkeimung des versinkenden Oberfl~ichen- 
wassers. Sic fanden unter 300 Fluoreszenten-Stiimmen 193 St~imme, die auf Am~Sben 
ausgesprochen vergif[end wirkten; das waren 64 °/0 aller St~imme. 1958 gelang es G•XF, 
aus Pseudornonas fluorescens-Kulturen den protostatisch-protociden Wirkstoff, ein 
Polypeptid mit einer daran gebundenen S~iure, darzustelten. GRXF & BICKEL beschrie- 
ben 1961 die Wirkung des yon G~iiF dargestellten Hernmstoffes auf Am~Sben und 
Ciliaten. 

An 298 Fluoreszenten-St';immen yon der Oberfl~iche und aus 60 m Tiefe des 121ber- 
linger Sees (Bodensee) sowie aus Filterschtamm und Netzplankton versuchten wir fest- 
zustellen, wieviele St~imme jeder gefundenen Fluoreszentenart Hemmstoff bilden und 
in welchen wiehtigen Eigens&af~en sie sich sonst voneinander unterscheiden. 

UNTERSUCHUNGSGANG 

Unsere Proben wurden auf Mouton-Agar aufgespatelt und bei 22 ° C bebriitet. 
Alle darauf angegangenen cytochromoxydase-positiven Keime wurden nach einer 

1 Herrn Professor Dr. ADOLF BOCKMANN zum 65. Geburtstag in Verehrung gewidmet. 
2 Diese Untersuchungen wurden 1961 im Rahmen einer bakteriologischen Bodenseeunter- 

suchung am Hygienisch-bakterioIogischen tnstitut der Universit~it Erlangen (Leiter: Prof. Dr. 
M. KNo~) durchgeftihrt. 
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Bouillonpassage auf Kingschem ,,Fluorescinmedium" auf Fluorescinbildung gepriitt. 
Wit machten dabei die Beobachtung, dag eine besonders gute Farbstoffbildung errei&t 
wird, wenn man die Kulturen ha& viert~igiger Bebriitung bei 22 o C eine Wo&e lang 
bei 4 o C im Kiihls&rank aufbewahrt. Grunds~itztich kamen nut sol&e St~imme zur 
Untersuchung, die auf Kingschem Medium fluoreszierenden Farbstoff bildeten. Die 
F~ihigkeit, Gelatine zu verfliissigen, wurde im R6hrchen mit 8 °/0iger Gelatine ge- 
prlitt. Gleichzeitig stellten wit mit allen Fluoreszenten die Eigelbreaktion zum Leci- 
thinasena&weis an, zuerst im fliissigen Medium, bei zweifelhat~em Ausfall auch auf 
dem Agar-N~ihrboden (K~INc~ 1957). 

Laktosespaltung prii~en wit im S&r~igr6hrchen auf dem Medium nach HuG~t 
& L~IFSON. Zur Begutachtung der Begeigelung wurde stets yon 24 his 48 Stunden alten 
S&r~igagarkulturen ausgegangen. Die Darstellung der Geitgetn erfolgte ha& der 
Methode yon LErFSON oder yon TODA. 

Die H~imolysef~ihigkeit wurde gepriii~ auf 2 °/o-Mens&enbtutplatten und diinn 
gegossenen 8 0/0-Hammelblutplatten, auf wel&e die Keime aus 24 Stunden alten 
Bouillonkulturen verimpf~ wurden. Gelatineverfliissigung und Eigelbreaktion wurden 
14 Tage lang kontrolliert, die Laktoser6hrchen beobachteten wir 4 Wo&en lang, w~ih- 
rend die endgiiltige Auswertung der Blutplatten nach 7 Tagen erfolgte. Zum Na&weis 
der Protozoenhemmung wurde eine Am6be vom Limax-Typ verwendet. Frische 
Am/Sbenkulturen konnten dadurch erhalten werden, dat~ wir Einzeltiere auf Mouton- 
platten iibertrugen, welche gut yon Aerobacter aerogenes bewachsen waren. Die auf 
Hemmstoffproduktion zu untersuchenden Fluoreszenten wurden aus 24 Stunden alten 
Bouillonkulturen stri&f~rmig auf Moutonplatten verimpfL Waren die Fluoreszenten- 
Kolonien nach 2 bis 3 Tagen gut herangewachsen, so wurde mit der Nadel eine winzige 
Menge des Substrates der ,,Am6ben-FreBplatte" jeweils etwa 1 mm vor den R~indern 
der Kolonien auf dem N{ihrboden abgestri&en. Die Hemmwirkung priifken wir 
mikroskopisch nach 6, 24 und 48 Stunden; meist ~inderte sich bereits nach 6 Stunden 
nichts mehr am endgiiltigen Ergebnis. Die Hemmwirkung wurde positiv bewertet, 
wenn die Am6ben lysiert wurden, beziehungsweise wenn sie enzystierten oder sich yon 
der Bakterienkolonie wegbewegten. Die Hemmung wurde als negativ bezeichnet, wenn 
die Am6ben bis an die Fluoreszentenkolonie heranwuchsen oder in sie eindrangen. 

EIGENSCHAFTEN DER UNTERSUCHTEN FLUORESZENTEN 

Bel allen S6irnmen konnte in Bouillon die Ausbildung eines Oberfl~ichenhiiutchens 
beobachtet werden, das mitunter auch nur durch ,,Schollenbildung" angedeutet war. 
Bei der Mehrzahl der Keime trat yon der Oberfl~iche der Bouillon ausgehend nach 
mehreren Bebriitungstagen verschieden stark ausgepr~igte Fluoreszenz auf. Ein Sedi- 
ment in der Kuppe der Kulturr/Shrchen land sich nach einigen Tagen in der Bouillon- 
kultur bei allen St~immen. 

30 St~irnme der Gelatineverfliissiger (17 °/o der Verfliissiger) spalteten Laktose, 
bei den Ni&tverfliissigern waren es 4 St~imme (3 °/0 der Ni&tverfliissiger). Dieser Be- 
fund steht bisherigen Angaben entgegen, nach denen P. fluorescens Laktose ni&t spal- 
ten kann. Es ist zu bemerken, dat~ eine hydrolytis&e Spaltung der Laktose bei der 
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iiblichen Sterilisation im Dampftopf dntreten kann. Eine bakterielie Verwertung der 
freigesetzten Dextrose wiirde dann eine Laktosespaltung durch die Bakterien vort~iu- 
schen. Um diese M6glichkeit auszus&liel~en, wurde die Laktose in L~Ssung steril mem- 
branfiltriert und hierauf dem auf etwa 600 C abgekiihlten Agar beigemis&t. Nach 7 bis 
14 Tagen ~inderte sich nichts mehr am Ausgang dieser Reaktion. 

Die Untersuchung der 298 yon uns isolierten St~imme auf Begdf~elung ergab, dai~ 
3 Sfiimme yon P. putida 1 bis 2 subpolare Geif~eln und 265 der iibrigen St~imme 3 bis 
mehrere subpolare Geit~eln besai~en. 30 unserer St~imme waren unbeweglich und nicht 
begeif~dt. Unter ihnen fanden sich 3 Gelatineverfliissiger, einer hiervon bildete Hemm- 
stoff. Dieser ,,Hemmer = rid seines jasminartigen Geruches wegen auf, er kSnnte (nach 
BEI~G~Y) P. smaragdina oder P. chlorina sein. Die belden anderen unbegeif~elten Ver- 
fliissiger dtirRen Varianten yon P. fluorescens sein. Bei den 27 unbegeit~dten, Gelatine 
nicht verfliissigenden Keimen handelt es sich um Stgmme yon P. fluorescens non lique- 
faciens immobilis EISENBERG. Die yon uns aufgefundenen Sfiimme der Gelatinever- 
fliissiger erwiesen sich in iiberwiegender Mehrheit als solche yon P. fluorescens, jene 
der Nichtverfliissiger als solche yon P. putida. Diese beiden Keime werden sehr h~iufig 
als miteinander identis& betra&tet, sie unterscheiden si& jedo& deutli& voneinander, 
besonders dur& ihr verschiedenes Temperatur-Optimum und ihr unterschiedliches 
Verhalten gegeniiber Gelatine (KLINGE 1959). 

Nach Feststetlungen yon KLINGE & Gr.~F (1959) ist die Menge des produzierten 
Hemmstoffes fiir den jeweiligen Vergiftungsgrad der Am~Sben und fiir die H~irnolyse 
verantwortlich, wobei H~imolyse schon dutch geringe Hemmstoffkonzentrationen er- 
folgt, ohne daf~ gleichzeitig Am~Sben sichtbar gesch~idigt werden. Dabei erweisen sich 
menschli&e Erythrozyten wiederum als empfindlicher ats Hanmlelerythrozyten. Hie> 
dur& erkI~irt sich die Tatsache, dat~ wir eine grtS~ere Zahl yon Gelatineverfltissigern 

Tabelle 1 

Obersicht tiber Eigenschai~en proteolytischer und nlchtproteolytischer Bakterienst~mme 

Kriterion 
177 Gelatineverflfissiger 124 Nidltverfliissiger 

davon davon 
174 Pseudomonas fluorescens 97 Pseudomonas putida 

Mit Lecithinase 168 2 
Ohne Lecithinase 6 122 
H~imolyse yon Menschen- und 64 keiner 
Hammelerythrozyten und 
Am~Sbenhemmung 
H~imolyse nur yon Menschen- 51 15 (10 davon schwa&) 
erythrozyten 
Mit AmiSberflyse 46 keiner 
Mit toxischer Wirkung auf 18 keiner 
Am~Sbert 
°/0 Am~Sbenhemmer der 36 
Gelatinever fltissiger 

% Ami~benhemmer der gesamten 21,5 0 
Fluoreszentenstlimme 
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fanden, die wohl Menschenerythrozyten lysierten, Am6ben jedoch nicht vergifteten. 
Aus einer Gegeniiberstellung proteotytischer und nichtproteolytischer St~imme (Tab. 1) 
wird ersichtlich, dai~ sich beide Gruppen deutlich unterscheiden hinsichtlich ihrer H~imo- 
lysef~ihigkeit, AmtSbenhemmung und Lecithinspaltung. 

DISKUSSION 

Von unseren 298 Fluoreszentenst~immen zeigten 21,50/0 Hemmwirkung gegen 
Am~Sben. Praktisch kamen nur St~imme yon P. fluorescens als Hemmstoffproduzenten 
in Frage. Ein Vergleich unserer Werte mit jenen yon KNOtU~ et al. (1956) legt die 
Vermutung nahe, dal~ im damaligen Probenmaterial die St~imme yon P. fluorescens 
gegentiber den nichtverfl~ssigenden Fluoreszentenst~immen in iiberwiegender Mehrzahl 
vorhanden waren. Mtiglicherweise finder auf Grund yon Filtrationsvorg~ingen im 
Boden eine Anreicherung yon proteolytisch aktiven und hemmstoffbildenden Fluores- 
zenten statt. Bei unseren Proben, die dem !3berlinger See, den oberen Schichten eines 
Sandfilters (es wird Wasser aus 60 m Tide des I]berlinger Sees filtriert) und Netz- 
plankton entstammten - also einem ,,offenen System", - fiel niemals ein b e s o n d e r e s 
f3bergewi&t yon Hemmstoffbildnern auf. Es w~ire interessant, die Suche nach der- 
artigen psychrophilen, hemmstoffbildenden Fluoreszenten in verschledenen Biotopen 
fortzusetzen, um zu sehen, in welchem Mat~e eine Selektion ihre relative Abundanz 
verschieben kann. Derartige Untersuchungen kSnnten f~ir die Mitbeurteilung der Vor- 
g~inge im iebenden Rasen biologischer Kl~iranlagen yon groflem praktischem und 
theoretischem Interesse sein. 

ZUSAMMENFASSUNG 

1. Von 298 geprtiften Fluoreszenten-Stiimmen erwiesen sich 174 ats GeIatineverfliissi- 
ger. Bis auf 6 St~imme (3,5 % der Verfltissiger) spalteten diese Verfltissiger Lecithin. 
Bei den Nichtverfltissigern fM die Prtifung auf Lecithlnase nur in 2 FiilIen (1,6 % 
der Nichtverfltissiger) positiv aus. Gelatineverfliissigung und Lecithinspaltung 
erfolgten also in fund 96 °/0 aller F~ille gleichzeitig. 

2. Nur bei Gelatineverfltissigern war H~imolyse auf Hammelblutplatten festzustellen. 
Alle 64 Hammelerythrozyten auflSsenden St~imme (360/0 der Verfliissiger) er- 
wiesen sich als Am/Sbenhemmer. AmSbenlyse erfolgte durch 46 St~imme; 18 St~imme 
wirkten vergi~end. 

3. 51 der gelatineverfltisslgenden St~mme (290/0 der Verfltissiger) zeigten H~imolyse 
nut auf der Menschenblutplatte, wiesen jedo& keine AmtSbenhemmung auf. 

4. Ftihrt man die Verfltissiger, welche nur Menschenerythrozyten lysieren, zusammen 
mit jenen, die Hammelerythrozyten aufl~Ssen und Am~Sben sichtbar sch~idigen, als 
Hemmstoffbildner, so bel~iuft rich deren Anteil auf fund 68 % der Gelatinever- 
fliissiger. 

5. Von 124 Nichtverfltissigern zeigten 15 St~imme H~imolyse nut auf Menschenblut- 
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pIatten. Es ist nicht bekannt, ob diese H~imolyse ebenfalls durch den yon Gr, XF bei 
P. fluorescens-St~mmen gefundenen Wirkstoff verursacht wurde. 

6. Laktoses~iuerung wurde bei 30 Gelatineverfltissigern und bei 4 Nichtverfliissigern 
gefunden. 
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