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tierung dem erst im IV. Stadium festgestellten deut-
lichen Unterschied in der Konzentration der Amino-
siuren zuzuordnen ist, bleibt vorerst ungewil.
Vorldufig wissen wir nicht, ob der vorliegende Le-
talfaktor primiir oder sekundir stérend in den Ei-
weilstoffwechsel eingreift. Es soll die Aufgabe spi-
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terer Untersuchungen sein, die Stoffzusammenset-
zung und das EiweiBfermentsystem der letalen Lar-
ven in moglichst jungen Stadien zu analysieren. Erst
dann lidBt sich die Beziehung der Proteinstoffwechsel-
Stérung zu der zur Letalitiit fithrenden Mutations-
wirkung aufkliren.

Struktur des Tuberkulose-Erregers in ultradiinnen Schnitten
nach Fixierung bei verschiedenen py-Werten
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Eugonisch gewachsene Kulturen pathogener Stimme von Mycobacterium tuberculosis, var.
hominis, werden bei verschiedenen py-Werten fixiert, ultradiinn geschnitten und iibermikro-
skopisch untersucht. Der py-Wert bei der Fixierung hat keinen erkennbaren Einflul auf die

Ultrastruktur,

ichtoptische Schnittuntersuchungen an Mycobakte-
rien-Kulturen sind selten durchgefiihrt worden. Die
Fragestellungen betrafen den architektonischen Auf-
bau der Kulturen, die Existenz einer intermikrobiel-
len Substanz sowie das Verhiltnis und die Topo-
graphie der siiurefesten und nicht-siiurefesten Bazil-
len im Kolonieverband.

Unsere an anderer Stelle ! vorgelegten elektronen-
optischen Untersuchungen an ultradiinnen Schnitten
eugonisch gewachsener Kulturen pathogener und in-
fektioser Stimme von Mycobacterium tuberculosis,
var. hominis, sind eine Ergiinzung und Erweiterung
fritherer Arbeiten iiber die mikromorphologischen Or-
ganisationsprinzipien gerichtet wachsender Mycobak-
terien.

Das Studium ultradiinner Schnittbilder von TB
diente uns ferner zur besseren Auffindung und Er-
kennung des Erregers in Schnitten spezifisch infizier-
ten, in vivo entnommenen, menschlichen Lungen-
gewebes. Ferner wurden weitere Einblicke in die
cytoplasmatische Feinstruktur und die zellspezifischen
Partikelpopulationen der Mikrobenzelle méglich.

Beziiglich des Artefaktproblems wurde der Einflul
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der Wasserstoffionen-Konzentration bei der Fixierung
besonders untersucht. Lediglich iiber die ddbei ge-
machten Beobachtungen wird nachfolgend kurz re-
feriert.

Es wurden 6 eugonisch gewachsene TB-Stiimiiie im Al-
ter von 10 Tagen bis zu 21 Monaten, gewachsen auf
Hohn-Substrat 4, untersucht.

Die Fixierung erfolgte in 1%iger, gepufferter Osmium-
tetroxydlésung mit einem py-Wert von: 7.2 —6,12—2.62.

Das extrazelluliire py;-Optimum fiir menschenpathogene
Mycobakterien liegt trotz der Schwankungen im Laufe
der logarithmischen Vermehrungsphase im sauren Bereich
bei py 6,5 (6.4) 6,2. Das intrazelluliire py-Optimum ist
unbekannt.

Auf Grund von Elektrophorese- und Fiirbeversuchen
darf vermutet werden, dalB3 der IEP des TB-Cytoplasmas
bei einem py; unter 4,0 liegt [Freund: 2,.8—3,0 (1925) 2;
Moyer: 40 (1936)3; Petuely und Holasek: 28
bis 3.4 (1950) 4].

Alle priiparativen Partialakte wurden bei einer Tem-
peratur von — 1 bis + 2° C zur Hemmung der enzymati-
schen Autolyse durchgefiihrt.

Die Autolyse ist bei den Mycobakterien nach Blochs
ein progressives Phiinomen, welches bei 37° C und einem
py von 5,2—7,0 am stiirksten auftritt. Nach Laporte
(1942) 6 sowie Baisden und Yegian (1943) 7 hem-
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men bereits 0,5% Formaldehyd die spontane mycobak-
terielle Autolyse véllig; indessen hatten Joffe und
Mudd (1935) 8 bereits vorher gezeigt, daB3 dadurch die
elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit der Myco-
bakterien gegeniiber unbehandelten Kontrollen nicht nach-
weisbar beeinfluit wird.

Entwiisserung der Priparate erfolgte in der Alkohol-
reihe. Einbettung in n-Butyl-Methacrylat; Polymerisation
mittels Benzoylperoxyd.

Ultramikrotom nach F. ]J. Sjéstrand mit thermi-
schem Vorschub. Priiparation auf Netzblenden (Hiitchen)
nach Kircher. Siemens-Elektronenmikroskop nach H.
Ruska und B. v. Borries, Typ UM 100d, Strahl-
spannung: S0 kV,

Die Schnitte lieBen kein amorphes oder struktu-
riertes intermikrobielles Substrat erkennen, wie es als
.Kittsubstanz®, ,cyanophile Substanz® oder ., Niihr-
boden™ auf Grund friitherer lichtoptischer Unter-
suchungen vielfach diskutiert worden ist (Abb. 17%).

Vergleichsweise zeigte der fixierte Eiernihrboden
nach Hohn im Schnitt ein feinkdrniges, amorphes
Gefiige. Innerhalb der TB-Kollektive wurde ein der-
artig unverkennbares Medium nicht beobachtet.

Die unter verschiedenen Winkeln angeschnittenen
Bazillen sind in jungen Kolonien dicht und gleich-
miiBig in strangférmigen Ziigen geordnet (Synonyma:
Zipfe, ,cords”, Kordeln); erst in #lteren Kulturen
treten Zonen regelloser Lagerung auf mit zuneh-
mend zahlreichen, optisch leeren Zellhiillen (,,ghosts™)
autolysierter Bazillen.

In keinem Fall waren modulierende priiparative
pu-Einfliisse mit Sicherheit erkennbar.

Die Diskussion um Eigenschaften und Struktur der
Grenzfliiche siiurefester Mikroben hat seit 70 Jahren
immer eine besondere Rolle gespielt. Die als Ar-
beitshyvpothese allgemein diskutierte Vorstellung von
einem mehrschichtigen Bau der mikrobiellen Zell-
grenze findet in unseren Bildern eine Stiitze,

Die Grenze des eigentlichen Zellprotoplasten wird
durch eine ungemein zarte, aber optisch klar defi-
nierte Linie markiert. Dieser Grenzfliche werden vor-
wiegend permeable Funktionen zur Aufrechterhal-
tung des Ionenmilieus zugesprochen. Im allgemeinen
liegt der Protoplast der niichsten (zweiten) Schicht
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dicht an (Abb.2a und b). In zahlreichen Zellexem-
plaren wird indessen eine Retraktion des Protopla-
sten erkennbar (Abb. 2 ¢ und e).

Diese zweite (mittlere) Schicht tritt besonders mar-
kant hervor. Sie ist von groBer einheitlicher Dichte,
scharf in den Konturen, gleichmiiig breit und zeigt
nur bei lysierten, geschrumpften Bazillen Faltenwurf
und Knitterbildung. Diese Schicht diirfte vorwiegend
mechanische Funktionen zu erfiillen haben.

SchlieBlich wird an zahlreichen Zellexemplaren
eine inkonstant vorhandene, wenig scharf profilierte,
in den Konturen weiche und verwaschene iufBerste
Grenzphase sichtbar.

Es wiire an ein exkretiertes, auswaschbares Sub-
strat zu denken, wie es als ,,cord factor” von Bloch
und Mitarb. 3 diskutiert wird.

Die Massedichte des Protoplasten und die Vielfalt
der Binnenstrukturen ist altersabhingig. Innerhalb
der einzelnen Zelle bestehen neben Zonen gleichmii-
Biger Dichte solche, die eine feinkémige oder band-
formige Ordnung besitzen. An Details finden sich die
bekannten elektronendichten (Abb. 2d), Phosphate
tragenden granuliren sowie vakuolire Gebilde; runde
bis ovale Bezirke, die ein ungemein zartes Netzwerk
(Abb. 2a, ¢, e) mit knotigen Verdichtungen an den
MaschenstéBen aufweisen. Sie sind gegen das iibrige
Cytoplasma durch eine eigene Phasengrenze abge-
setzt.

Seltener und nur in giinstig angeschnittenen, meist
sehr massedichten Mikroben finden sich kleinere,
durchweg zentral gelegene, vereinzelt subpolar und
dann paarig orientierte (Abb. 2b), rundlich-ovale, im-
mer identisch organisierte Bildungen, die lage-iden-
tisch mit den Kerniiquivalenten sein diirften. Sie be-
sitzen einen grofBen Reichtum an vielgestaltigen Fein-
strukturen. Eine eingehende Beschreibung sowie Stel-
lungnahme zum Artefaktproblem haben wir an ande-
rer Stelle gegeben 1.

Uberraschenderweise hat der pp-Wert bei der
Fixierung keinen erkennbaren Einflul auf die cyto-
plasmatische Ultrastruktur und die Zellbegrenzung
der untersuchten Stimme.

* Abb.1 u.2 s. Tafel S.280a u. b.
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Abb. 1. Mycobacterium tuberculosis, var. hominis. Zopfformation. 3 Wochen alte Kultur. py 7.2. Elektronen-
optisch: 7300 : 1. EndvergréBerung 27 000 : 1.
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Abb. 2. Mycobacterium tuberculosis, var. hominis. a) Stamm Hj;Rv, 6 Wochen alte Kultur, py; 7,2. Elektronen-

optisch: 24 800: 1. EndvergroBerung 72000: 1. b) 3 Wochen alte Kultur, p;; 2,62. Elektronenoptisch: 13400: 1.

EndvergroBerung 42000: 1. ¢) 3 Wochen alte Kultur, p;; 2.62. Elektronenoptisch: 13400: 1. EndvergroBerung

48000. d) 6 Wochen alte Kultur, py; 6,12. Elektronenoptisch: 13400 : 1. EndvergroBerung 43 000: 1. e) 10 Tage
alte Kultur, p;; 6.12. Elektronenoptisch: 13400: 1. EndvergroBBerung 42 000: 1.
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