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tions if one group comes from the moon and another from Mars or the
asteroids, but the great similarities in composition and morphology
strongly suggest very similar places of origin.

9. The orbit of the Pribram meteorite extends into the asteroidal belt
and this suggests an asteroidal origin. At present our understanding
of these orbits leads to no firm conclusions in regard to the origin of
meteorites.

10. During the last 10 years a postulated origin for the moon has been
developed which is consistent with a lunar origin for many of the
meteorites.
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Bdellovibrio bacteriovorus — ein riuberischer

Bakterienparasit

H. StoLp

Biologische Bundesanstalt, Institut fiir Bakteriologie, Berlin-Dahlem

Parasiten und Pridatoven

In ihrer natiirlichen Umgebung stehen die verschie-
densten Organismen des Tier- und Pflanzenreichs
— hoher organisierte Formen und Mikroorganismen —
in vielfiltigen Wechselbeziehungen zueinander, die in
ihrer Gesamtheit das ,biologische Gleichgewicht' be-
stimmen. Die antagonistischen Beziehungen reichen
von der Rivalitdt um Nahrstoffe bis zur physischen
Vernichtung eines Partners der Lebensgemeinschaft.
Besonders auffillige und oftmals dramatische For-
men des Antagonismus sind der Parasitismus und die
Prddation. Wahrend typische Parasiten ihre Wirte
nur schidigen und meistens nicht téten, hat die
»Tauberische” Aktivitit von Pridatoren im alige-
meinen die Vernichtung der Beute zur Folge.

Bei den Bakterien gibt es neben den saprophytischen
Formen bekanntlich auch zahlreiche Vertreter, die
sich parasitisch ernéhren. Sie leben im Inneren von
Mensch, Tier oder Pflanze und treten als Krankheits-
erreger in Erscheinung. Dal parasitische oder andere
Bakterien ihrerseits - als Objekt und in der Rolle
des Wirtes — von Parasiten oder Pridatoren befallen

werden konnen, ist erst durch die Entdeckung von
Bdellovibrio bacteriovorus, einem obligaten Bakterien-
parasiten, bekannt geworden.

Die Angriffsweise von Bdellovibyio bacteviovorus

Bdellovibrio bacteriovorus (Bd.) ist wegen seiner pro-
karyotischen Natur, der chemischen Zusammen-
setzung seiner Zellwand, der Struktur seiner GeiBel
und anderer Merkmale selbst ein Bakterium. Der
Organismus besitzt vibrioformige Gestalt. Seine
GroBe liegt betrichtlich unter der DurchschnittsgroBe
von ,,gewdhnlichen Bakterien (Fig. 1 bis 6). Bd. hat
eine auffallend dicke GeiBel (Fig. 4) und ist in wiBriger
Umgebung durch extrem hohe Motilitit ausgezeichnet.

Die Wechselwirkungen zwischen Parasit und Wirt
lassen sich — soweit es Bewegungsvorgiange und mor-
phologisch-strukturelle Verinderungen im Makrobe-
reich betrifft — im Phasenkontrast-Mikroskop ver-
folgen (Fig. 1 bis 3). Wenn Parasiten und anfillige
Wirtsbakterien in wéllriger Ldésung zusammenge-
bracht werden, kommt es schon nach wenigen Sekun-
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Fig. _1a—_d. Eindrir}gen von Bdellovibrio bacteriovorus in Wirtsbakterien (Saimonella
typhimurium). Zeitlicher Verlauf: a sofort nach Befall; b nach 3% min;c nach 7% min;

d nach 22 min; Phasenkontrast, Vergr. 2073:1

Fig. 2 a—c. Umwandlung von befallenen Zellen in Spharoplasten (Wirtsbakterium:
Spirillum serpens). Zeitlicher Verlauf: a sofort nach Befall; b nach 18 min; ¢ nach 57% min;

Phasenkontrast, Vergr. 2196:1

Fig.3au. b. Das Freiwerden von Parasiten aus lysierten Wirtsbakterien (Spirilium
a Anfangsstadium unmittelbar nach Befall; b Endstadium nach 24 h;

serpens):
Phasenkontrast, Vergr. 1844:1

den zum Befall der Wirtszellen. Die ,,rduberischen®
Bakterien stiirzen sich mit voller Geschwindigkeit auf
ihre Beute und klammern sich an ihr fest (Fig. 13, 2a,
3a und 4). Im weiteren Verlauf dringen die Parasiten
in das Zellinnere ein (Fig. 5, 6). In den Serienauf-
nahmen der Fig. 1 ist zu erkennen, daB einzelne Para-
siten schon 3% min nach dem Befall der Wirtsbakterien
(Salmonella typhimurium) weitgehend in das Zell-
innere eingedrungen sind (Fig. 1b, links unten). Nach
weiteren 4 min ist das Eindringen deutlich fort-
geschritten (Fig. 1¢), und nach 22 min sind fast alle
Parasiten im Zellinnern verschwunden (Fig. 1d). An-
fallige Bakterien (Stibchen, Vibrionen, Spirillen) wer-
den nach dem Befall in kugelige , Sphéroplasten”
iiberfithrt (Fig. 2). Im Zellinnern kommt es schlieB-
lich zur Vermehrung der eingedrungenen Parasiten.
Nach der Lysis der Zellbestandteile und Zerstorung
der duBeren , Membran‘ werden die Parasiten frei
(Fig. 3b) und kénnen bei Gegenwart anfilliger Wirts-
bakterien einen neuen Befallscyclus einleiten.

Durch die Lysis der Bakterien verschafft sich Bd. die
fiir seinen Stoffwechsel und seine Vermehrung lebens-
notwendigen Nihrstoffe. Die Verhaltensweise als
., Raubbakterium®, die ernihrungsphysiologische Spe-
zialisierung auf den ,,Verzehr von lebenden Bakterien

Natuwrwissenschaften

und andere Besonderheiten unter-
scheiden diesen Organismus eindeutig
von allen bisher bekannt gewordenen
Bakterienarten. Als ,,echter” Bak-
terienparasit ist Bd. ein bakteriologi-
sches Novum.

Bei der Wirkung von sonstigen ,,Bak-
terienfeinden’ haben wir esmit grund-
sdtzlich anderen Formen des Antago-
nismus zu tun. So werden Bakterien
von Protozoen als ganze Zellen ,,ge-
fressen’ und verdaut oder von Myxo-
bakterien durch Ausscheidungspro-
dukte abgetétet und fiir die Erndhrung
aufgeschlossen. Auch bei der Bak-
terienlysis durch Bakteriophagen han-
delt es sich nicht um einen Parasitis-
mus in dem hier verstandenen Sinne.
Die Bakteriophagen verursachen zwar
vergleichbare lytische Effekte, kénnen
wegen ihrer Virusnatur aber nicht mit
Organismen verglichen werden,’ die
sich durch eigenen Stoffwechsel,
Wachstum, Bewegung und andere
LebensduBerungen als selbstidndige
Individuen auszeichnen.

Entdeckung

Bdellovibrio bacteriovorus wurde 1962
bei Versuchen entdeckt, die der Iso-
lierung von Bakteriophagen dienten.
In einem Bakterienrasen auf festem
Nihrboden entstehen bei Anwesenheit
von Bakteriophagen makroskopisch
erkennbare kreisrunde Locher (Pla-
ques). Hier sind die als Indikator
eingesetzten Bakterien durch die von
einer virusinfizierten Zelle produzier-
ten und sich nach allen Seiten
ausbreitenden Viren lysiert worden.
Durch Zufall wurden auf solchen Isolierungsplatten
Plaques gefunden, die sich hinsichtlich ihrer zeit-
lichen Entwicklung anders verhielten als typische
Phagenplaques. Im Gegensatz zu diesen hatte ihre
sichtbare Entwicklung erst in der stationdren Phase
der Wirtsbakterien eingesetzt. Auflerdem nahm ihre
GroBe iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen zu.
Das lytische Prinzip lieB sich durch Filter, die fir
Sterilfiltration geeignet sind (PorengréBe 0,2 bis
0,45 w), von den Indikatorbakterien abtrennen. Mit
dem ,bakterienfreien’ Filtrat war es moglich, in
einem Aktivititstest — wie mit einer Phagenldsung —
die Bildung einzelner Plaques oder, bei héherer Kon-
zentration, konfluierende Lysis zu induzieren. Da das
atypische Verhalten der Plaques nicht erkldrt werden
konnte, wurde schlieBlich Material aus einem ver-
meintlichen Phagenplaque im Phasenkontrast-Mikro-
skop untersucht. Der Blick ins Mikroskop brachte die
Erklirung: Die Anwesenheit von rduberischen Para-
siten mit bakteriolytischer Aktivitit.

Die nihere Untersuchung des ersten, in Berlin iso-
lierten Parasitenstammes zeigte, daB dieser Organis-
mus einen vollig neuen Bakterientyp darstellt {13]. In
den ersten Mitteilungen wurde der noch nicht klassifi-
zierte Bakterienantagonist als ,,obligater Parasit’ ohne
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Fig. 4. Primires Befallsstadium einer Wirtszelle (Pseudomonas
phaseolicola) durch Bdellovibvio bacteriovorus. Elektronenmikroskop;
Aufnahmevergr. 8000:4; Endvergr.: 20000:1
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In den folgenden Ausfithrungen soll der derzeitige
Stand der Erforschung von Bdellovibrio bacteriovorus
in groBen Ziigen umrissen werden.

Isolierungstechnik und Vorkommen

Wegen seiner obligat parasitischen Natur kann Bd.
nicht auf den in der Bakteriologie tiblicherweise ver-
wendeten Standard- oder Spezialnihrbdden isoliert
werden. Die Parasiten erfordern lebende Wirtsbak-
terien als Substrat. Damit ergibt sich bei Isolierungs-
versuchen zwangsldufig eine Selektion von Bd.-
Stimmen, die fiir den jeweils eingesetzten Wirt lyti-
sche Aktivitdt besitzen.

In Bodensuspensionen und Gewissern kann Bd. nach
geeigneter Zentrifugation durch fraktionierte Filtra-
fion von groBeren Organismen abgetrennt und in
einem Gemisch mit anfilligen Wirtsbakterien durch
Plaquebildung nachgewiesen werden. Die fiir Iso-
lierung, Vermehrung und Titration (zur quantita-
tiven Bestimmung) von Bakteriophagen entwickelte
Doppelschichtmethode 148t sich in modifizierter Form
auch bei Bd. anwenden [9, 13, 15]. Da die Parasiten
in einem Nihrsubstrat, das den Wirtsbakterien iippi-
ges Wachstum erlaubt, durch die entstehenden Stofi-
wechselprodukte mehr oder weniger stark gehemmt
werden koénnen, ist es vorteilhaft, die Bakterien (als
»Futter” fiir die Parasiten) konzentriert einzuimpfen,

Fig. 5. Eindringen von Bdellovibrio bacteriovorus in eine Wirtszelle
(Pseudomonas  fluorescens). Diinnschnitt; Elektronenmikroskop;
Aufnahmevergr. 24000:1; Eadvergr. 66000: 1

Namen beschrieben [13, 14]. Spiter erhielt das Raub-
bakterium den Namen Bdellovibrio bacteriovorus ™ [15].

* Nach einem Vorschlag von R. E. Bucuanax (USA). Der Gattungs-
name ,,Bdellovibrio** soll zum Ausdruck bringen, daB es sich um
einen vibriodhnlichen Organismus handelt, der in seiner Verhaltens-
weise (Anhefiung an den Wirt) an einen Blutegel erinnert (,,Bdello*
ist vom griechischen Wort fiir Blutegel abgeleitet). Mit der Spezies-
Bezeichnung ,,bacteriovorus'* soll zum Ausdruck gebracht werden,
daB sich der Parasit von Bakterien erndhrt.

Fig. 6. Bdellovibrio bacteriovorus im Innern einer partiell lysierten
Wirtszelle (Pseudomonas flworescens). Diinnschnitt; Elektronen-
mikroskop; Aufnahmevergr. 30000:1; Endvergr. 52500:1

aber mit nur geringen Nihrstoffmengen zu versorgen
(z.B. 0,3% Hefeextrakt 4-0,06% Pepton; pH 7,2).

Mit der Isolierungstechnik durch Filtration werden
nicht alle in einem Bodenextrakt befindlichen Para-
siten erfalt, weil ein Teil bei der Filtration verloren
geht. In Béden wurden fiir ein gegebenes Wirtsbakte-
rium im allgemeinen nur 50 Parasiten/Gramm Boden
nachgewiesen, in Abwissern erheblich mehr [8, 9, 15].
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Mit einer Isolierungstechnik, die allein auf Zentri-
fugation beruht, wurden fiir verschiedene Entero-
bakterien und Pseudomonaden Konzentrationen von
500 bis 1000 Parasiten/ml Abwasser ermittelt [2]. Mit
einer anderen Technik wurden in Abwasser sogar
mehrere Tausend Zellen/ml bestimmt [6].

Fir den qualitativen Nachweis und die Isolierung
neuer Stimme von Bd4. hat sich eine sehr einfache
Angreicherungsmethode bewihrt, die im Prinzip darauf
beruht, daB eine konzentrierte Suspension lebender
Bakterien (ca. 10! Zellen/ml; 24 h alt) mit einer ge-
ringen Menge des zu untersuchenden Natursubstrates
in sehr verdiinnter Nihrlosung (0,03 % Hefeextrakt)
beimpft wird. Das Gemisch wird bei 28 °C ftir 2 Tage
geschiittelt. Die hohe Zellkonzentration und der ge-
ringe Nihrstoffgehalt lassen keine Vermehrung der
Wirtsbakterien zu. Das ,lebende Substrat® erlaubt
aber eine selektive Anreicherung von Bd.-Zellen, die
dann mikroskopisch oder kulturell in einfacher Weise
nachgewiesen werden konnen. Vielfach ist die An-
wesenheit von Parasiten schon makroskopisch an dem
durch die Lysis bedingten Riickgang der optischen
Dichte zu erkennen.

Okologische Untersuchungen haben gezeigt, daBl Bd.
in Boden und Gewissern weltweit verbreitet ist und als
integraler Bestandteil der natiirlichen Mikroflora be-
trachtet werden muf}. Bisher wurden die Parasiten in
Boéden aus verschiedenen europdischen Landern, aus
Californien, Mittel- und Siidamerika, Japan, Ceylon,
Australien, Afrika [10, 13, 15] sowie in Indien [2] und
Israel [6] nachgewiesen. Aus Meerwasser konnten
obligat halophile Vertreter isoliert werden [6].

Die Aktivitit von Bd. ist auf Gram-negative Bak-
terien beschrinkt. Pseudomonaden und Enterobak-
terien scheinen besonders anfillige Wirte zu sein.
Harmlose und pathogene Bakterien werden in glei-
cher Weise lysiert. Unter anderen haben sich die
folgenden Bakterien als anfillig erwiesen: Phyto-
pathogene Pseudomonas- und Xanthomonas-Bakterien,
P. aeruginosa sowie Vertreter der Gattungen Salmo-
nella, Aerobacter, Proteus, Serratia, Escherichia und
Erwinia.

Die verschiedenen Isolierungen von Bd. zeigen ge-
wisse Unterschiede in dem Wirtsspektrum ihrer lyti-
schen Aktivitit. Einige sind relativ spezifisch und
greifen nur bestimmte Stimme einer Art oder be-
stimmte Arten einer Gattung an, andere besitzen
eine Aktivitit, die etwa alle Bakterien einer Gattung
erfaBt. Die Mehrzahl der Isolierungen ist durch ein
relativ breites Wirtsspektrum ausgezeichnet. Da es
experimentell méglich ist, aus einer Population des
Parasiten Individuen mit verdnderter Wirtsaktivitit
zu selektieren, und weil die Frage der Stabilitdt dieses
Merkmals noch nicht geniigend untersucht worden ist,
wird es einstweilen fiir wenig sinnvoll gehalten, die in
ihrer Wirtsaktivitit sich unterscheidenden Stimme
taxonomisch als verschiedene ,,Spezies” zu differen-
zieren.

Manifestation der lytischen Wirkung

Wie erwihnt, werden von Bd. lytische Reaktionen
verursacht, die in ihrem duBeren Erscheinungsbild den
von Bakteriophagen hervorgerufenen lytischen Er-
scheinungen 4hnlich sind. In einem Bakterienrasen
entstehen in Abhingigkeit von der Konzentration der

Naturwissenschaflen

Parasiten einzelne Plaques oder konfluierende Lysis-
zonen. Die GréBe der Plaques nimmt iiber mehrere
Tage zu, weil sich die Parasiten — im Gegensatz zu
Phagen — auch auf Bakterien aus der stationdren
Entwicklungsphase vermehren. Obwohl die Ent-
wicklung von Bd. keine stoffwechselaktiven Wirts-
bakterien der logarithmischen Entwicklungsphase er-
fordert, sind alte Wirtszellen {z.B. in einem & Tage
alten Bakterienrasen), auch wenn sie noch entwick-
lungsfahig sind, fiir Bd. ungeeignete Objekte. Die
Plaques in einem Bakterienrasen reprisentieren Ko-
lonien der Parasiten.

In einer Suspension von infizierten Wirtsbakterien
wird durch die lytische Aktivitit der Parasiten eine
Aufhellung der Kultur verursacht. Unter optimalen
Bedingungen (geringe Nahrstoffkonzentration der Lo-
sung; stoffwechselphysiologisch aktiver Zustand der
Parasiten und Wirtsbakterien) kann in Fliissigkeits-
kultur schon nach einigen Stunden komplette Lysis
eintreten, vorausgesetzt, dall die Parasiten in hoher
Zahl eingeimpft werden (in Aquivalenz mit den Wirts-
bakterien oder konzentrierter).

Sowohl in Plaques oder konfluierenden Lysiszonen auf
festem Substrat als auch in Flissigkeitskultur sind
Restistenzerscheinungen, wie sie von Bakteriophagen,
Antibioticis und anderen biologischen Agentien be-
kannt sind, bisher nicht becbachtet worden.

Verhalten wnd Beziehung suv Wirtszelle

Einzelzellen des Parasiten haben an ihrer dicksten
Stelle einen Durchmesser von etwa 0,3 w und sind 1 p
lang. Bei verschiedenen Herkiinften bestehen gering-
fiigige Unterschiede in Grofle und Gestalt. Die auf-
fallend kriftige GeiBel hat die mehrfache Linge des
Zellkorpers und ist mehr als doppelt so dick wie die
GeiBel einer Pseudomonas-Zelle (Fig. 4). Nach neueren
Untersuchungen ist die Geiflel 28 my dick. Sie besteht
aus einem inneren Strang von 13 my Durchmesser
und einer diesen Strang umgebenden Scheide von
7,5 my. Dicke [5]. Wihrend die Relation von GeibBel-
dicke zu Zelldicke bei vielen Bakterien in der GréfBen-
ordnung von 1:60 bis 1:100 liegt, ist das Verhiltnis
bei Bd. etwa'1:10. Das diirfte die extrem hohe Motili-
tat des Parasiten erkliren. Die Auswertung von Film-
aufnahmen {hohe Aufnahmefrequenz} hat ergeben,
daB Bd. eine relative Geschwindigkeit von 100 Kor-
perlangen pro Sec. erreicht [11].

Da es bislang nicht gelungen ist, Bd. in der Form des
parasitischen Wildtyps auf einem bakterienfreien
Substrat bekannter Zusammensetzung zu kultivieren,
ist das Studium der Stoffwechselphysiologie (Erndh-
rungsanspriiche, Abhédngigkeit von Wachstumsfak-
toren, Verwertbarkeit von C- und N-Quellen, etc.) er-
schwert oder unmdglich. Aus diesem Grunde ist iiber
die Physiologie von Bd. erst wenig bekannt. Alle
untersuchten Stimme sind aerob, besitzen Cytochrom
C-Oxydase und sind Katalase-negativ. Bei reduzier-
tem Sauerstoff-Partialdruck sind sie noch lytisch
aktiv, werden unter strikt anaeroben Bedingungen
(in Gegenwart von anfilligen, fakultativ-anaeroben
Bakterien) aber inhibiert [12, 15]. Der Wildtyp von
Bd. ist Streptomycin-empfindlich. Wie andere Bak-
terien 14Bt sich auch Bd. durch Lyophilisation kon-
servieren.
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Im Gegensatz zu Bd. sind die Vertreter der Gattung
Vibrio (mit 2 Ausnahmen, die inzwischen in die Gat-
tung Campylobacter gestellt wurden) Katalase-positiv
und metabolisieren Kohlehydrate. Untersuchungen
iiber die Zusammensetzung der Nucleinsduren haben
die Sonderstellung von Bd. bestitigt. Fiir Vibrio sind
47% GC (Verhidltnis von Guanin + Cytosin zum Ge-
samt-Basengehalt) charakteristisch [4]. Fiir Bd. wur-
den 43% GC ermittelt [1]. Campylobacter fetus und
C. bubulus, fur die am ehesten eine verwandtschaft-
liche Beziehung zu Bd. hitte vermutet werden kén-
nen, haben 34% bzw. 30% GC [1, 4]. Da die Basen-
zusammensetzung der DNS ein wertvolles taxonomi-
sches Merkmal darstellt, erscheint die Schaffung der
Gattung Bdellovibrio auch aus dieser Sicht gerecht-
fertigt.

Bd. greift anfillige Bakterien mit dem der GeiBBel
gegeniiberliegenden Zellende an. Dabei kommt es zu
einer heftigen Kollision. Der Angriff scheint gerichtet
zu sein. Unmittelbar nach dem ZusammenstoB ist in
der Regel ein schnelles Rotieren des Parasiten (um
seine Lingsachse) zu beobachten. Die Auswertung von
Zeitlupenaufnahmen hat auch zu dieser Frage einige
objektive Daten geliefert: Der Parasii yotiert bis zu
anndhernd 100mal in der Sekunde [14]. Durch den
ballistischen ,,Einschlag™ in die Zellwand des Wirtes
und durch die Rotation (Bohreffekt ?), die sich in Ab-
stinden wiederholt, wird méglicherweise rein mecha-
nisch ein Loch in die Zellwand ,,gebohrt’, durch das der
Parasit in das Zellinnere eindringt. Es wird vermutet,
daf die am Anheftungspol festgestellten Filamente
von 0,8 p. Linge und 45 bis 55 A Dicke an der mecha-
nischen Schidigung der Zellwand beteiligt sind [6].
Da es bislang nicht gelungen ist, in einem Lysat von
Wirtsbakterien oder in einer Ldsung aus mechanisch
zertriimmerten Parasitenzellen Enzyme nachzuweisen,
von denen lebende und intakte Bakterien geschidigt
werden [12,15], diirfte die , ballistische Theorie
nicht ganz abwegig sein.

Nicht anfillige Bakterien werden von den Parasiten
ignoriert. Bewegliche Bakterien stellen ihre Motilitit
meist schon wenige Sekunden nach Befall ein. Bei
Rhodospivillum yubrum wurde beobachtet, daB die Be-
wegung etwa 5 sec nach Befall sistierte. GroBe Bak-
terien, wie Spivillum serpens, ,,vertragen mehr” und
konnen mit angehefteten Parasiten noch fiir einige
Minuten bewegungsfihig sein {8, 12].

Beim Eindringen in das Wirtsbakterium mu8 sich der
Parasit durch ein relativ kleines Loch in das Innere
der Zelle zwingen. In elektronenmikroskopischen
Schnittbildern sind gelegentlich Konstriktionen am
Parasiten zu erkennen (Andeutung in Fig. 5). Fiir das
Eindringen, das mehrere Minuten in Anspruch nimmt
(vgl. Fig. 1), ist vermutlich die GeiBelbewegung die
treibende Kraft. Wie in Fig. 5 zu erkennen ist, wird
die cytoplasmatische Membran nicht durchstoBen,
sondern hebt sich von der Zellwand ab und weicht
zuriick. Nach der Anheftung und Durchbohrung der
Zellwand beginnt die Lysis des Cytoplasmas. Im Be-
reich des Zellwandloches bildet sich ein Zwischenraum
aus, in den der Parasit hineinschliipft. Mit fortschrei-
tender Lysis nimmt die Disorganisation des Cyto-
plasmas zu. Gleichzeitig vergroBert sich die Vakuole
und verkleinert sich der von der cytoplasmatischen
Membran umgebene Zellinhalt. Der im Innern be-
findliche Parasit nimmt gewohnlich stark an GrofBe
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zu, bevor ersich teilt [17]. Vielfach bilden sich spirillen-
féormige Gebilde aus, die spiter in Einzelzellen zer-
fallen [3]. Die Neigung zur Kettenbildung im Zell-
innern ist bei verschiedenen Bd.-Stimmen unter-
schiedlich. Wenn der gesamte Zellinhalt verdaut ist
und sich die Parasiten im Innern vermehrt haben,
kommt es schlieBlich zur Freisetzung der Parasiten
(Fig. 3b). Gelegentlich sieht man im Phasenkontrast
,,Sphiroplasten”, in denen sich die Parasiten aktiv
bewegen. Erst wenn die osmotisch sensitiven Gebilde
kollabieren, werden die Parasiten frei [11]. Aus dem
Zerplatzen der ballonartigen Kugeln kann geschlossen
werden, daB sich urspriinglich vorhandene Lécher in
der Zellwand wieder geschlossen haben.

Dey lytische Prozef ist in seinem biochemischen Ver-
lauf noch weitgehend unbekannt. Im Prinzip erfor-
dert die durch Bd. verursachte Lysis die gleichen zellu-
laren Verdnderungen, wie sie bei autolytischen oder
induzierten lytischen Prozessen auftreten [16]. Die
nach Befall mit Bd. eintretende Abrundung der Zelle
zu einem Sphdroplast-dhnlichen Gebilde ist zwangs-
ldufig mit dem Abbau der rigiden Zellwandstrukturen
(Mureinsacculus) verbunden, die fiir Form und Festig-
keit der Zelle verantwortlich sind. Es ist bislang nicht
bekannt, ob Bd. nach der Anheftung mureinolytische
Enzyme {freisetzt. Moglicherweise werden durch die
mechanische Einwirkung Kontrollmechanismen in
der Wirtszelle gestort, die das Gleichgewicht in Rich-
tung Mureinabbau verschieben. Fiir die Beteiligung
wirtseigener Aktivititen spricht die Tatsache, daf
physiologisch junge und stoffwechselaktive Zellen auf
Bd.-Befall schneller mit Sphiroplastierung reagieren
als alte Zellen. Die Bildung eines Sphiroplasten ist oft-
mals schon abgeschlossen, bevor der Parasit einge-
drungen ist [11]. Mit zunehmender Lysis des Zell-
inhalts und damit verbundenem Anstieg des osmoti-
schen Drucks nimmt der Sphiroplast an Gréfe zu
(Fig. 2b, ¢).

Die von Bd. gebildeten proteolytischen Exoenzyme
haben auf lebende und zellwandintakte Bakterien
keine Wirkung. Sie lysieren nur tote oder durch
chemische Behandlung oberflichengeschidigte Zel-
len [7, 15]. Auch durch Bd.-Angriffe geschidigte Bak-
terien werden (nach Trennung oder Abtétung der
Parasiten) durch die Proteasen lysiert [6]. Offensicht-
lich bekommen die proteolytischen Fermente durch
die lokalen Zellwandschiden Zugang zum Cyto-
plasma.

Nach den bisher bekannt gewordenen Tatsachen ist
die Bakteriolysis durch Bd. ein in zwei Schritten ab-
laufender ProzeB. Der erste Schritt wird mit dem
Angriff und der Anheftung des Parasiten eingeleitet.
An der Anheftungsstelle entsteht ein Loch in der Zell-
wand, durch das der Parasit in das Zellinnere gelangt.
Als zweiter Schritt folgt die enzymatische Verdauung
der Zellbestandteile. Ob die primire Zellwandschadi-
gung allein durch mechanische Einwirkung verursacht
wird oder zusitzlich enzymatische Leistungen des
Parasiten erfordert, ist noch unbekannt. Die Vor-
stellung, daB sich der Parasit mit einem ,,Infektions-
polster” anheftet und die Zellwand durch enzymati-
sche Aktivitdt lokal auflsst [3] ist experimentell
nicht bewiesen. Dafl Parasit und Wirt im primiren
Befallsstadium keine , feste Bindung* im Sinne einer
Verschmelzung von Strukturen beider Organismen
eingehen, beweist die Tatsache, daB die Parasiten
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nach Anheftung und Rotation die Wirtszelle verlassen
kénnen, um sich ein anderes Opfer zu suchen.

Saprophytische Mutanten

Aus einer Population des parasitischen Wildtyps kén-
nen Mutanten selektiert werden, die sich auf einem
bakterienfreien Nahrboden (1% Pepton +0,3% Hefe-
extrakt; pH 7,2) saprophytisch entwickeln. Die Mu-
tationsrate liegt in der fiir Bakterien tiblichen GréBen-
ordnung (13, 15]). Die saprophytischen Mutanten
haben die Fahigkeit verloren, lebende Bakterien an-
zugreifen und zu lysieren.

Die Gestalt der saprophytischen Abkémmlinge ist
variabel (vibrio-, spirillen-, stdbchen- oder kugel-
formig). Wihrend Vertreter des parentalen Wildtyps
einheitlich 1 GeiBel besitzen, variiert die Begeillelung
der Saprophyten hinsichtlich Zahl {1 bis 3) und Art
der Insertion (mono- und bipolar).

Da sich die saprophytischen Mutanten wie ,,gewdhn-
liche** Bakterien kultivieren lassen, kénnen ihre phy-
siologischen Eigenschaften und biochemischen Akti-
vitdten mit den in der Bakteriologie tiblichen Metho-
den untersucht werden. Die bisher gepriiften Stimme
lassen sich wie folgt charakterisieren:

1. Aerob und Katalase-negativ (wie die parasitischen
Eltern).

2. Proteolytisch aktiv oder inaktiv (je nach Stamm).
3. Kein oxydativer oder fermentativer Abbau von
Kohlehydraten, Alkoholen oder organischen Sauren.
4. Positiv in Dehydrogenase und Cytochrom C-Oxy-
dase.

5. Bilden einen gelben Farbstoff [15] oder sind pig-
mentirel (je nach Stamm).

6. Schlechtes Wachstum auf festem Nahragar (1,6%);
{ippige Entwicklung in Fliissigkeit oder halbfestem
Agarmedium (0,8%).

Aus einer Population saprophytischer Zellen kénnen
Riickmutanten zum parasitischen Wildtyp selektiert
werden (durch Mischung einer konzentrierten Sapro-
phyten-Losung mit Wirtsbakterien, die von dem
parentalen Typ lysiert werden). Bei proteolytisch in-
aktiven Abkommlingen ist es bisher nicht gelungen,
parasitische Riickmutanten zu selektieren [3].
Aufgrund ihrer Eigenschaften kénnen die saprophyti-
schen ,,Laborstimme’ —- ebensowenig wie die Para-
siten — einer schon bekannten Kategorie von Bak-
terien zugeordnet werden. Taxonomisch sind die
Stamme als avirulente ,, Bdellovibrios** zu betrachten.
Die Mehrzahl der Saprophyten wichst gut in Fliissig-
keitskultur oder bei massiver Einsaat in einen halb-
festen Agarndhrboden, die Ausbildung von Einzel-
kolonien (in Verdiinnungsreihe) ist jedoch gehemmt.
Durch Zusatz von Kulturfiltrat (0,1% aus einer Fliis-
sigkeitskultur desselben Stammes) wird die Fahigkeit
der Einzelzellen, sich zu Kolonien zu entwickeln, stark
geférdert. Der Wachstumsfaktor ist hitzestabil, seine
chemische Natur ist unbekannt. Ein entwicklungs-
fordernder EinfluB aunf parasitische Zellen in bak-
terienfreiem Substrat wurde nicht festgestellt [12].
Es ist naheliegend, daB Versuche unternommen wur-
den, Bd. in der parasitischen Wildform auf einem
bakterienfreien Substrat zu kultivieren. Aus eigenen
Untersuchungen wurde geschlossen, daB die parasiti-
sche Form auf irgendwelchen komplexen N&hrbdden
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(ohne lebende Bakterien) nicht kultivierbar ist [8, 13,
15]. Durch Hitze, Chloroform, Toluol oder andere
Agentien abgetétete Wirtsbakterien waren ebenso-
wenig ein geeigneter Ersatz fiir lebende Zellen wie
Bakterienextrakte, Ultraschallpriparationen oder
durch Phagenwirkung gewonnene Lysate. Lediglich
durch Streptomycin blockierte oder durch UV-Be-
handlung inaktivierte Bakterienzellen konnten lysiert
werden und waren fiir eine Vermehrung der Parasiten
geeignet [8]. Von anderer Seite wird berichtet, daB es
gelungen sei, Bd. in wirtsunabhéingiger Kultur zu ver-
mehren {1, 6, 7]. Die Ergebnisse beziehen sich auf
einen bestimmten Stamm (Bd. A 3.12); Versuche mit
anderen Bd.-Stimmen waren gleichfalls negativ ver-
laufen [1, 7]. In eigenen Untersuchungen mit Bd.
A 3.12 war es nicht méglich, den Wildtyp oder daraus
selektierte Mutanten in der parasitischen Form auf
totem Substrat zu kultivieren. Bei den aus Bd. A 3.12
abgeleiteten wirtsfreien Kulturen handelte es sich
ausnahmslos um Mischpopulationen. Die Analyse von
Einzelzellen und ihrer klonalen Nachkommenschaft
spricht gegen die Auffassung, dal es Individuen gibt,
die sowohl zur Plaquebildung (als Parasiten) als auch
zur Koloniebildung (als Saprophyten) befihigt sind*.

Schiupfbetyachiung

Das ubiquitire Vorkommen von Bdellovibrio bacterio-
vorus legt die Vermutung nahe, daf dieser mit beson-
deren Fihigkeiten ausgestattete Organismus im mi-
krobiologischen Geschehen am natiirlichen Standort
eine wichtige Rolle spielt. Die wenigen &kologischen
Untersuchungen, die sich vornehmlich auf den Nach-
weis der Existenz des Bakterienparasiten an diesem
oder jenem Standort konzentriert haben, erlauben
vorldufig keine Aussage tiber die tatsichliche 6kologi-
sche Bedeutung. Fiir das Studium der Dynamik von
natiirlichen Bakterienpopulationen dirften die von
Bd. verursachten Wirkungen aber von erheblichem
Interesse sein.

Es ist naheliegend, daB ein bisher unbekanntes bak-
teriolytisches Phinomen auch die Frage nach seiner
praktischen Nutzbarmachung bei der Bekdmptung
von Krankheitserregern oder anderen unerwiinschten
Bakterien aufwirft. Ob sich fiir einen direkten Ein-
satz der Parasiten im Sinne einer ,,biologischen Kon-
trolle oder fiir eine therapeutische Ausnulzung des
lytischen Prinzips Moglichkeiten ergeben werden, ist
heute noch nicht zu tibersehen.

Fiir den Mikrobiologen ist der Bakterienparasit ein
faszinierendes Objekt. Seine Existenz hat viele inter-
essante Fragen aufgeworfen. Bislang wissen wir nur
wenig fiiber Bdellovibrio und seine Beziehung zur
Wirtszelle. Die Erndhrungsphysiologie des Parasiten,
die Grundlage der Spezifitit, der Mechanismus der
Anheftung und primiren Zellwandschidigung, die
chemischen Vorginge bei der Lysis und viele andere
Teilfragen sind noch weitgehend ungeklirt und be-
diirfen intensiver experimenteller Bearbeitung.

Die Herstellung der Ultra-Diinnschnitte und die Anfertigung der
elektronenmikroskopischen Aufnabmen verdanke ich Herrn Dr.
H. PrrzoLD, Biologische Bundesanstait, Berlin-Dahlem.

Die zitierten Filme [11] wurden mit Unterstiitzung durch die
Deutsche Forschungsgemeinschaft hergestellt.

* Die experimentellen Daten zu dieser Frage werden an andere
Stelle versifentlicht.
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Darstellung von Chromosomen
im Raster-Elektronenmikroskop nach Enzymbehandlung

I. H. PawLowrtzkl, R. BLascHkE und R. CHRISTENHUSZ

Institut fiir Humangenetik und Institut fiir Medizinische Physik

der Universitit Miinster

Die Ultrastruktur von Chromosomen ist weitgehend
unbekannt; keines der vorgeschlagenen Modelle tiber
den riumlichen Aufbau der Kernkdrper genieBt all-
gemein Anerkennung. Zur Erforschung der Chromo-

Das Gerdt unterscheidet sich vom herkémmlichen
Durchstrahlungs-Elektronenmikroskop dadurch, daf3
nicht die Innenstruktur sondern das Oberflichenrelief
eines Objektes abgebildet wird.

Fig. 1. Chromosomen eines Patienten mit Trisomie 21—22 (Mongolismus). ¢ Chromosomengruppe mit Satellitenassoziation, b Y-Chromosom,
¢ Chromatidenbruch eines Chromosoms B,_;, d partieller Chromatidenbruch eines Chromosoms Dy,_5. (Ein Chromosom aus der C-Gruppe
liegt auBerhalb des Blickfeldes.) Proteolyse: 250  Trypsin 1:300/mt Pufferldsung, 15 min, Objektneigungswinkel: 55°, Vergr. ca. 3400:1

somenstruktur dienten bisher das Licht- und das
Transmissions-Elektronenmikroskop, erginzt durch
Autoradiographie, histochemische und enzymatische
Methoden.

Das Raster-Elektronenmikroskop erméglicht jetzt
ein neues Verfahren, Chromosomen darzustellen*.

* Wir arbeiten mit dem Raster-Elektronenmikroskop ,,Stereoscan‘
der Fa. Cambridge Instruments Co. Ltd., Cambridge
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Um Chromosomen im Raster-Elektronenmikroskop
darzustellen, mufl daher das ZelleiweiBl beseitigt wer-
den, das die Chromosomen meist vollstindig umhiillt;
andernfalls konnen nur diejenigen Kernkérper ab-
gebildet werden, die zufillig aus der Plasmadecke
herausragen [1, 2], gezielte Chromosomenuntersuchun-
gen wiren unméglich. Ferner muf3 die Oberfliche des
Chromosomenpriparats elektrisch leitend sein, um



