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Zur Einfithrung.

Im vorliegenden Bande behandeln Otto und Munter die zur Zeit im
Vordergrund des Interesses stehende ,,Bakteriophagie. Alle bis in die
letzte Zeit hinein iiber diese Erscheinung vorliegenden Veréffentlichungen sind
kritisch besprochen und iibersichtlich zusammengestellt. Man gewinnt mehr
und mehr den Eindruck, daB diese Untersuchungen, weit iiber die urspriing-
liche Fragestellung hinaus, befruchtend wirken.

Ebenso hat Pfannenstiel die in der Weltliteratur vorliegenden ausge-
dehnten Versuche, eine Serodiagnostik der Tuberkulose zu erméglichen,
gesammelt. Diese Bestrebungen haben ja im letzten Jahre wieder erneutes
Interesse erregt.

Wesentlich schien es, die Arbeiten, welche mit soviel Erfolg zur itiologischen
und diagnostischen Klirung der Trypanosomenkrankheit der Beschilseuche
gefiihrt haben, von fachménnischer Seite zu besprechen. Dahmen zeigt, da8
die auf Grund der neuzeitlichen Hilfsmittel der Serodiagnose durchgefiihrten Fest-
stellungen der Veterindrpolizei die Moglichkeit in die Hand geben innerhalb
weniger Wochen den Umfang der Epizootieen festzustellen. Gerade auf veterinir-
drztlichem Gebiete sind ja die praktischen Erfolge der Epidemiologie oft greif-
barer als auf dem Gebiete der Humanmedizin. Kénnen doch hier die not-
wendigen MaBnahmen vielfach riicksichtsloser und durchgreifender ausgefiihrt
werden. Aus der 2. Bearbeitung Dahmens iiber die Lungenseuche des
Rindviehes geht hervor, dal die Kenntnis dieser sehr interessanten Er-
krankung, die von filtrierbaren Erregern hervorgerufen wird, durch neuere
Arbeiten wesentlich gefordert worden ist.

Wichtig erschien es ferner, dal die Fiille der Veroffentlichungen, die in den
letzten Jahren iiber die Coccidieninfektion erschienen sind, fiir die Fach-
genossen in iibersichtlicher Form dargestellt wurde. v. Wasiele wski, dem diese
Forschung so viel verdankt, hat sich der Miihe unterzogen dieses Kapitel in
préziser Form, den neuesten Erkenntnissen entsprechend, darzustellen.

Knorr hat an der bakteriologischen Untersuchungsanstalt Erlangen iiber
die Beziehung des Pfeifferschen Influenzabacillus zumKoch-Weeks-
schen Bacterium Erfahrungen gesammelt und iiber die interessanten Ver-
haltnisse der sogenannten ,,Wuchsstoffe fiir diese Erreger. Er hat die in
der gesamten Weltliteratur zerstreuten Arbeiten iiber diese Fragen mit groBer
Sorgfalt zusammengestellt.

Graetz arbeitete das ungeheure Schrifttum iiber die biologische Spezifitit
der Organantigene durch und beschreibt die daraus sich ergebenden Tat-
sachen und Probleme ebenfalls kritisch und iibersichtlich.

Erlangen, im Oktober 1923.

Der Herausgeber.
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1. Bakteriophagie.

(d’Herellesches Phinomen.)

Von
Richard Otto und Hans Munter-Berlin.
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L. Literatur-Uberblick bis zu Twort und d’Herelle;
Bezeichnung und Darstellung.

Im Jahre 1917 machte d’Herelle Mitteilungen iiber einen gegen Rubhr-
bacillen antagonistisch wirkenden und die Bakterienfilter passierenden Mikroben.
Er berichtete, daB er bei Ruhrrekonvaleszenten das Zusammenfallen des Ver-

1) Abgeschlossen im April 1923. Ein Nachtrag wird am Schlusse des Bandes erscheinen.
Ergebnisse der Hygiene, VI. 1



2 Richard Otto und Hans Munter:

schwindens der Ruhrkeime im Stuhl mit dem Auftreten eines invisiblen Lebe-
wesens festgestellt habe. Dieser sei ein obligater , Bakteriophage, was be-
sagen sollte, ein auf Kosten der Bakterien lebender Parasit. Sein Parasitismus
sei streng spezifisch, doch konne er sich allmihlich durch Gewohnung auf ver-
schiedene Keime einstellen. Es schien ihm — zunéchst bei der bacilliren Dysen-
terie —, dal neben einer vom befallenen Organismus ausgehenden homologen,
antitoxischen Immunitdt noch eine heterologe, antimikrobielle Immunitit be-
stehe, welche durch den neuen, antagonistisch wirkenden Mikroorganismus erzeugt
wiirde. So kam er zur Aufstellung seiner ,,Bakteriophagen‘-Theorie, die dem
von ihm beobachteten Phinomen der Bakterienauflosung, welches spéiter in der
Literatur vielfach als ,,d’Herellesches Phanomen‘ bezeichnet ist, nicht nur
eine auf die Dysenterie beschrinkte, sondern eine allgemeine Bedeutung zu-
sprach (vgl. S.11).

Diese Theorie hat wohl mehr als das erwidhnte Phinomen selbst die all-
gemeine Aufmerksamkeit auf die Arbeiten d’Herelles gelenkt. Die Erscheinung
einer ,,iibertragbaren Bakterienauflosung‘ hatte wohl weniger iiberrascht; denn
es lagen — wie ein kurzer Uberblick lehrt — bereits eine Reihe dlterer Beobach-
tungen tiber dhnliche, die Bakterien in vitro schidigenden und auflésenden Stoffe
vor, deren serienweise Fortfilhrung bis dahin allerdings nicht geniigend beachtet
war. Anfangs erblickte man die Ursache dieser Schiadigung, insbesondere, soweit
sie als Wachstumshemmung zu erkennen war, in einer Erschépfung des Nahr-
bodens an Nihrsubstanzen. Indessen hatte man bereits lange vor d’Herelle
erkannt, daB es eine Art ,,Selbstverdauung‘* der Bakterien giabe, bei der andere,
und zwar spezifisch thermolabile Momente die entscheidende Rolle spiel-
ten. Die Entstehung dieser Stoffe mufite mit dem Wachstum bzw. dem Zerfall
der Bakterien im Zusammenhang stehen, weil ihre Wirksamkeit von der Menge
der in der Kultur vorhandenen Keime abhangig war.

Bei der groBen Bedeutung, welche die Arbeiten iiber die Autolyse der Bak-
terien fir die ,,Bakteriophagenforschung‘“ haben, sei auf diese hier naher ein-
gegangen.

Bereits 1892 hatten Kruse und Pansini das Verschwinden der Pneumo-
kokken in dlteren Bouillonkulturen, deren Wachstum aufgehort hatte, beschrieben.
Sie sahen bei solchen Kulturen — bei anderen Bakterien war dies weniger deut-
lich — an Stelle der zuerst bestehenden Triibung mit geringerem Bodensatz die
Bouillon sich kliren, ohne dall der Bodensatz sich wahrnehmbar vermehrte.

Die ersten Autoren, welche den Zerfall und die Wachstumshemmung der Bak-
terien direkt dem Vorkommen spezifischer thermolabiler Substanzen zuschrieben,
waren Emmerich und Low (1899).

Lo6w beobachtete, da Bakterienmischkulturen, welche (nach dem Resultat
der Gelatineplattenkulturen) den B. pyocyaneus in vorherrschender Zahl ent-
hielten, dicke Bakterienhiutchen an der Oberfliche und ein reichliches Bak-
teriensediment bildeten; beide wurden bei lingerem Stehen fast vollstindig
aufgeldst. Diese Erscheinung trat besonders deutlich auf, wenn man in Absténden
von 3 Tagen die Kulturen schiittelte und dadurch die Hautchen zerriBl. Sie
sanken zu Boden und bildeten sich dann 6—8mal wieder von neuem. Danach
entsprach jedoch der Bodensatz nicht mehr der Gesamtmenge aller zerstérten
Hiutchen. Sie waren also aufgelost. Mikroskopisch fanden sich in dem Boden-
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satz auller sehr vereinzelten Stibchen nur feinkérnige, mit Fuchsinlosung sich
firbende Massen, welche als Zerfallsprodukte der Bacillen aufzufassen waren,
sodann runde, sich nicht farbende, wahrscheinlich aus Fett bestehende Tropf-
chen und auBlerdem noch verschiedenartige Krystalle.

R. Emmerich sah in Bouillonkulturen von Schweinerotlaufbacillen nach
kurzer Zeit eine Agglutination der Bakterien eintreten, wobei sich die anfangs
gleichmiBig verteilten Bacillen zu schleimigen Massen am Boden des Reagens-
glases zusammenballten. Wahrend die Bouillon anfangs wie durch feinste Krystalle
gleichmiBig getriibt erschien, klérte sie sich nach 2—3 Tagen auf, und am Grunde
des Reagensglases sall ein kaum linsengrofles Hidufchen von Bacillen, die beim
Schiitteln wie ein Konvolut ineinander verschlungener und verklebter feinster
Fasern in der Fliissigkeit flottierten, wobei die schleimige Fasermasse noch am
Boden festhielt. Ubertrug Emmerich von der iiberstehenden Fliissigkeit etwa
1 cem mit Teilen des agglutinierten Bodensatzes in eine neue Bouillonprobe, so
wurde (bei 25°) in immer kiirzerer Zeit ein agglutinierter Bodensatz gebildet,
der aber der Menge nach viel geringer war als der erste. Nach 2—3maliger
Wiederholung war schlieBlich weder Triibung noch, Bodensatzbildung iiberhaupt
mehr nachweisbar; die Bacillenmasse wurde nahezu vollstindig bis auf mikro-
skopische, kaum mehr wahrzunehmende Partikelchen gelost. Mitunter — nach
haufiger Ubertragung gréBerer Mengen — wurden die Bacillen vollstindig gelést
und die Ubertragung der Kultur gelang nun nicht mehr.

Emmerich und Léw erblickten die Ursache dieser Erscheinungen
in bakteriolytischen Enzymen; sie weisen auf eine Beobachtung von
R. Hartig hin, nach der selbst héhere Organismen, wie Pilze, ein Enzym liefern
kénnen, das die dlteren Partien des Pilzmycels radikal auflésen kann.

Ahnliche Beobachtungen einer Bakterienauflésung durch Fermente wurden
auch von anderen Seiten gemacht.

Gamaleia gewann 1899 aus Milzbrandbacillen und anderen Bakterien durch
die Behandlung mit destilliertem Wasser ein die Bakterienstimme auflésendes
Ferment. Fillte er die wirksamen Stoffe mit Essigsdure und brachte den Nieder-
schlag mit Ammoniak in Lésung, so verwandelte das so behandelte Agens eine
Bakterienemulsion in 6—12 Stunden in eine durchsichtige Fliissigkeit von kaum
merkbarer Triibung. Aus dieser gelosten Bakterienmasse konnte er nach dem
gleichen Vorgang das bakterienlosende Ferment gewinnen.

Auch Malfitano, der 1910 die Spontanbakteriolyse bei Milzbrandbacillen
beobachtete, fiihrte sie auf die Anwesenheit einer proteolytischen Diastase in
der Bakterienzelle zuriick. Brachte er von einer 24 Stunden alten Agarkultur
Bakterien in destilliertes und sterilisiertes Wasser und bebriitete dieses bei
30—50°, so sah er, wie sich nach einigen Stunden die Bakterien auflésten und
Formen bildeten, wie sie den sonstigen Auflosungsstadien zu eigen waren. Die
Fliissigkeit, in der die Auflésung vor sich ging, war reich an Diastasen. Erhitzte
er nun solche Bakteriengemische 1/, Stunde auf 65°, so hielten sich die Bakterien
in ihr lange unaufgelost. Fiigte er jedoch zu solchen erhitzten Gemischen ein
wenig Fliissigkeit von nicht erhitzten hinzu, so trat wiederum rasch Bakterien-
auflésung ein. Langsamer ging dieser Auflsungsprozef in physiologischer Koch-
salzlésung vor sich, noch mehr wurde er verzégert, wenn die Fliissigkeit reich an
Peptonen und Eiweillstoffen war.

1*
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Im Hinblick auf spiter zu erwihnende Beobachtungen d’Herelles sei hier
gleich noch bemerkt, dal Malfitano und Strada (1905) auch schon iiber
eine ,,Antiprotease‘, die neben den proteolytischen Fermenten in den Milzbrand-
kulturen auftrat, berichtet haben.

Danysz stellte (1900) ebenfalls Autolyse bei Milzbrandbacillen durch Eigen-
fermente fest; Rattenserum (besonders bei Verdiinnung mit destilliertem Wasser)
begiinstigte die Ausscheidung und Wirksamkeit des von den Bakterien gelieferten
Ferments.

Bekannt ist die von Marmorek (1902) beobachtete Erscheinung, dal sich
die in eine filtrierte Streptokokkenbouillon neu eingesiiten Streptokokken meist
nicht vermehren, selbst wenn die ersten Streptokokken in der Bouillon vor der
Filtration nur kurze Zeit geziichtet waren, dal dagegen in einer solchen filtrierten
Bouillon andere Bakterien, z. B. Staphylo- und Pneumokokken, gedeihen und sich
vermehren konnen.

Lode entdeckte (1903) gelegentlich einen Kokkus, der auf Mikrococcus tetra-
genus und auf andere Mikroorganismen einen antagonistischen Einfluf ausiibte.
Wenn er nimlich den Kokkus auf frisch besite Platten in Form von Impfstrichen
auftrug, so bildeten sich um dieselben Hemmungskreise. Wir fithren diese Be-
obachtung hier an, trotzdem Lode auf Grund weiterer Versuche (mit keimfrei
filtrierten Bouillonkulturen, welche lehrten, da das wirksame Prinzip bei 60°
beeintrichtigt, aber erst bei lingerdauernder Wirkung véllig aufgehoben wurde),
davon Abstand genommen hat, von einem Enzym zu sprechen. Auch hat er
einen dialysierbaren Korper in den Hinden gehabt. Trotzdem kann es sich in
diesem Falle um die gleichen Substanzen wie bei den obigen Autoren ge-
handelt haben.

Zum Thema Spontanklirung ist noch zu bemerken, dafl, wie d’Herelle er-
wihnt, im Laboratorium von Haffkine wiederholt beobachtet ist, daB sich
Pestkulturen im Laufe weniger Stunden aufhellten, so da3 die Fliissigkeit fast
vollig klar wurde. Da man fiir dieses sonderbare Phanomen keine Ursache ge-
wullt habe, so habe man von , Kulturen, die sich selbst kldrten* gesprochen.
d’Herelle ist geneigt, diese Aufhellung mit der Wirkung seines ,,Bakterio-
phagen* in Zusammenhang zu bringen.

Krencker berichtet (1903) eingehend iiber die Bactericidie von Bacterien-
filtraten.

Bedeutungsvoll fiir die uns interessierende Erscheinung der bakteriophagen
Lyse sind nun die Beobachtungen von Eijkmann sowie von Conradi und
Kurpjuweit (1905).

Eijkmann ging bei seinen Versuchen von der bekannten Erscheinung aus,
daB das Wachstum von Bakterienkulturen, falls keine Ubertragung auf frisches
Nahrsubstrat stattfindet, namentlich fiir die rasch sich vermehrenden Arten, ein
ziemlich engbegrenztes ist. Er wollte, angeregt durch die oben zitierten Arbeiten,
die Frage priifen, inwieweit hierbei thermolabile Stoffwechselprodukte der Bak-
terien eine Rolle spielten. Auf Grund seiner Untersuchungen kam er zu der An-
schauung, dal wahrscheinlich alle Mikroorganismen in Nihrgelatine und Nahragar
thermolabile, wachstumshemmende Stoffe bilden, die diffusibel sind, aber Filter
nicht oder nur in geringem Mafle zu passieren vermégen. Er fand, dafl diese
Stoffe durch Erhitzen auf Temperaturen von 50—60°, die fiir Mikroorganismen
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abtotend wirkten, vernichtet und ebenso wie diese von gewissen chemischen
Agentien empfindlich beeinflu3t wurden. Ihre antagonistische Wirkung war eine
elektive, aber nur insoweit, als die arteigenen Mikroorganismen meistens stéirker
in ihrer Entwicklung gehindert wurden als die anderen. Auch in frischen Faeces
waren dhnliche Stoffe vorhanden. Die antagonistische Wirkung der Faeces wurde
gleichfalls durch Erhitzen auf 50—60° aufgehoben. Bemerkenswert ist, daB} es
ihm nicht gelang, den hypothetischen, das Bakterienwachstum hemmenden Stoff
in Bouillonkulturen nachzuweisen oder durch Zentrifugieren von den Bakterien
zu trennen.

In Verfolg der Arbeiten von Eijkmann haben sodann Conradi und Kurp-
juweit festgestellt, dafl die Mikroorganismen der Typhus-Coligruppe beim Wachs-
tum in Bouillon elektiv entwicklungshemmende, thermolabile Substanzen bil-
deten, die den antiseptischen Wert der Carbolsaure tibertrafen. Die Hemmungs-
stoffe traten bereits in den frithesten Entwicklungsstadien der Bakterien auf
und bestimmten Dauer und Umfang des Bakterienwachstums. Das Vorkommen
solcher Hemmungsstoffe konnten Conradi und Kurpjuweit auch in Stuhl-
verdiinnungen feststellen. Sie teilen sogar einen Versuch mit, wobei es ihnen
gelang, die Hemmungsstoffe im bakterienfreien Dialysat einer Bouillonkultur
nachzuweisen, dagegen wurde durch Filtration durch bakteriendichte Berkefeld-
kerzen die Entwicklungshemmung des Stuhlfiltrats aufgehoben. Alkohol sowie
dtherische Ole zerstorten die bakterienschidigenden Stoffe.

Conradi und Kurpjuweit fiihrten die bakterienauflosenden Korper auf
eine neue Gruppe von Protoplasmagiften zuriick, die nicht gleichbedeutend mit
den schon frither beschriebenen, durch Autolyse der Gewebszellen entstehenden
seien, sondern durch die eigene Lebenstatigkeit der Bakterien, gewissermafien
durch Selbstvergiftung, gebildet wiirden. Da sich die deletire Wirkung dieser
Bakterienprodukte ausschliefllich auf den Formenkreis der betreffenden Mikro-
organismen erstreckte, schlugen sie fiir diese Hemmungsstoffe die Bezeichnung
,yAutotoxine* vor. (Hierzu sei kurz bemerkt, dall spater Joetten (1922) in
Ubereinstimmung mit Kruse vorgeschlagen hat, die beim Zerfall resp. bei der
Autolyse auftretenden Stoffe als ,,Autolysine‘ zu benennen.) Die Spezifitit
ihrer Autotoxine erkliren Conradi und Kurpjuweit mit der Beobachtung
von Salkowski, daBl die Fermente das Zelleiweif der sie produzierenden Zellart
stirker spalten als fremdartiges EiweiB. Ihnen war auch schon die spiter zu
erwihnende Fihigkeit der Bakterien, gegen diese schiédigende Stoffe eine be-
stimmte Resistenz zu erlangen, bekannt. Diese Erscheinung wurde von ihnen
als eine Immunisierung der Bakterien gegen die ,,Autotoxine* aufgefaft. (Auf
ihre sonstigen Ansichten iiber die Bedeutung der ,,Autotoxine‘* wollen wir nicht
naher eingehen.)

Weiter haben dann auch andere Autoren iiber wachstumshemmende Stoffe be-
richtet. So sah Rahn (1906) in Kulturen des B. fluorescens liquefaciens thermo-
labile, von Ather nicht beeinfluBite, wachstumshemmende Stoffe, die von den
Bakterien selbst geliefert wurden.

Faltin berichtet (1908) iiber Hetero- und Isoantagonismus bei Bakterien
unter besonderer Beriicksichtigung der Verhiltnisse bei infektiosen Erkrankungen
der Harnwege. So erzeugten Colibacillen aus Harn sowohl iso- als heteroant-
agonistische Erscheinungen, welche nach seiner Ansicht wahrscheinlich auf der
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Gegenwart filtrierbarer, thermolabiler und adsorbierbarer Stoffwechselprodukte
beruhten.

Aus allen Arbeiten geht hervor, daBl die Existenz spezifischer,
das Bakterienwachstum schidigender Stoffe in der Tat lange
bekannt war. Die Kritiken von Eijkmann, Manteufel, A. Klein,
Oebius, Rolly, Passini, Remlinger und Nouri haben aber dazu gefiihrt,
daB man bei den beschriebenen, bakterienfeindlichen Wirkungen in erster Linie
mit der Erschépfung des Nahrbodens und demnéchst mit nichtspezifischen Stoff-
wechselprodukten rechnete (vgl. hierzu Gotschlich). Die Bedeutung der spe-
zifischen ,,Autotoxine’ wurde jedenfalls unterschitzt und weiter nicht ver-
folgt. Vereinzelt finden wir in der Literatur allerdings noch spiter Arbeiten, die
sich mit der Autolyse der Bakterien beschaftigen.

So hat Biirgers (1911) iiber Auflosungserscheinungen der Bakterien bei der
Selbstverdauung unter Einwirkung von Trypsin und Pepsin, Kalilauge und
Salzsiure berichtet. Die Selbstverdauung war am stérksten bei Influenzabacillen,
Pneumokokken, Milzbrandbacillen, Bact. capsulatus Pfeiffer und Ozaena-
bakterien; deutlich bei Bact. fluorescens, subtilis, pyocyaneus, Pneumokokken,
Meningokokken, Typhus- und Dysenteriebacillen; schwach bei Pseudodysen-
terie-, Enteritis-, Koli-, Mausetyphusbacillen, Choleravibrionen, Proteus, Ge-
fligelcholera- und Friedlinderbacillen; negativ bei Staphylokokken, Strepto-
kokken und Hiihnertuberkulose. Biirgers fand, dal das verdauende Prinzip
durch Hitze zerstort wird (60° und mehr). Neuerdings hat sich Kraut-
bauer mit der Autolyse bei Bakterien beschéftigt, er fand deutliche Auf-
I6sung bei Coli-, Typhus- und Ruhrbacillen.

Gesicherter und bekannter als bei den Bakterien sind seit den Arbeiten von
E. Buchner, Hahn, Geret usw. die autolytischen Enzymwirkungen
bei Hefekulturen. Wenn man lebende, abgeprelte oder auch in Wasser
suspendierte Hefe sich selbst iiberlaft, so machen sich alsbald gewisse Enzym-
wirkungen in hoherem Grade bemerkbar, als dies unter normalen Ernéhrungs-
verhiltnissen der Fall ist. Diese gesteigerte enzymatische Fihigkeit, welche
zunichst zur Erhaltung der Zelle unter ungiinstigen Bedingungen dient, fithrt
dann, wenn diese ungiinstigen Bedingungen andauern, zum Tode der Zelle und
weiter zur vollstindigen Zerstérung (cit. nach Euler und Lindner).

Die Enzymwirkungen, welche anfangs noch nicht scharf getrennt wurden,
bestehen teils in einem Verbrauch des Glykogenvorrates der Hefe, teils in einer
Spaltung der EiweiBstoffe. Man nennt den ersten Vorgang ,,Selbstgidrung®,
fiir den zweiten wird die Bezeichnung ,,Selbstverdauung und ,,Autolyse*
angewandt.

Bei der Bedeutung, welche die letztere hinsichtlich der bakteriophagen Lyse der Bakterien
verdient, wollen wir naher auf diese eingehen.

Nach den Beschreibungen von Euler und Lindner, denen wir hier folgen, ist die Hefe
mit Proteinasen und Peptasen reichlich versehen. In der lebenden Zelle steht die abbauende
Wirkung derselben mit der aufbauenden der Eiweilstoffe in einem beweglichen Gleichgewicht.
Wenn aber die Synthesen gegeniiber der spaltenden Titigkeit der verdauenden Enzyme
zuriicktreten — sei es durch AusschluB der Luft, sei es durch Mangel der Nahrzufuhr, durch
Zusatz von Giften oder unter der Einwirkung der zugefithrten Warme —, so macht sich die
Erscheinung bemerkbar, welche als ,,Autolyse® bezeichnet wird. Endotryptasen und Pep-

tasen spalten die EiweiBstoffe und schlieflich das Protoplasma bis zu den einfachsten Bestand-
teilen und bewirken eine mehr oder weniger weitgehende Auflésung der Zelle. Autolytische
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Prozesse treten, soweit bekannt, nach dem ,,Tod* aller Zellen und Gewebe auf; indessen
findet der Angriff des eigenen Eiweifles nicht nur in toten Zellen statt.

Befindet sich die Hefe wahrend langerer Zeit in ungiinstigen Ernidhrungsverhiltnissen,
so kann man beobachten, daf sie schon wahrend der Selbstgarung ihr eigenes Eiweif} zersetzt
und in Form von Spaltprodukten an die Umgebung abgibt.

Dieser Prozefl tritt unter zweierlei ziemlich verschiedenen Formen ein, welche zwar
chemisch wesentlich gleichartig sind und sich nicht scharf trennen lassen, aber doch quanti-
tative Unterschiede aufweisen.

Einerseits liegen mehrere Untersuchungen vor iiber das Verhal.en der Hefe, wenn sie
mit relativ viel Wasser mit oder ohne Zusatz von antiseptischen Mitteln in Beriihrung ge-
lassen wird. Dann verliert, wenn keine Stickstoffnahrung geboten wird, oder wenn diese aus
irgendeinem Grunde unzureichend ist, oder infolge enzymatischer Hinderung nicht verarbeitet
werden kann, die Zelle eigenes Eiweil. Dieser Verlust kann voriibergehend sein und braucht
keineswegs zum Untergang der Zelle zu fiihren. Man kann annehmen, daf} die gleiche Reaktion
auch unter normalen Verhéltnissen statthat, aber durch die synthetischen Vorginge ganz
oder teilweise verdeckt werden wird. Wird diese Eiweillspaltung,, Endoproteolyse“(Euler
und Lindner) wahrend langerer Zeit nicht durch aufbauende Reaktionen kompensiert, so
werden offenbar Protoplasmagruppen angegriffen, welche fiir das Leben der Zelle unentbehr-
lich sind, die Zelle verliert definitiv ihr Fortpflanzungsvermdgen und fillt nun der vollstin-
digen Zerstorung anheim. Fiir den AuflosungsprozeB wird die Bezeichnung ,,Autolyse‘
reserviert.

Die Autolyse, welche demgemi mit oder nach dem Tode der Zelle eintritt, ist also nach
Euler und Lindner wesentlich ein irreversibler Vorgang, welcher durch die Endoproteolyse
eingeleitet wird. An den Vorgang der Hefeautolyse wird man sich beim d’Herelleschen
Phinomen oft erinnern.

Aber nicht nur in kiinstlichen Bakterien und Hefekulturen, sondern auch
unter natiirlichen Verhiltnissen sind solche thermolabilen, bakterienauflésenden
Stoffe aufgefunden worden. So hat Hankin in indischen Fliissen (Ganges,
Jumna) und Frankland in der Themse das zeitweise Vorkommen thermolabiler,
das Wachstum von Cholera- bzw. Typhusbacillen hemmender Stoffe festgestellt
(vgl. auch spitere Befunde z. B. von Eliava im Kouraflul bei Tiflis, siehe S. 19).

DaB alle diese Tatsachen von d’Herelle und auch von anderer Seite nicht
geniigend beobachtet wurden, ist. wohl z. T. durch das Erscheinen der oben
erwahnten Arbeiten (vgl. S.6) in den Jahren 1905—1909 (Lit. bei Gotschlich
und Kruse) verursacht, die zu einer Ablehnung fermentartiger, aus den Bakterien
stammender, autolytischer Stoffe kamen. So blieben denn auch im Jahre 1915
die sehr interessanten Befunde eines noch in hohen Verdiinnungen wirksamen
thermolabilen Agenz von Twort fast unbeachtet.

Twort hatte 1914 und 1915, von der Voraussetzung ausgehend, daf es unter
den ultravisiblen, die Porzellanfilter passierenden Lebewesen sowohl parasitische
als auch saprophytische Formen geben miisse, einerseits Erde, Dung, Gras usw.,
andererseits auch pathologisches Material, z. B. von staupekranken Hunden,
Kalberlymphe usw. auf das Vorhandensein filtrierbarer, ultramikroskopischer
Mikroorganismen untersucht. Gelegentlich der Aussaat von glycerinisierter
Kalberlymphe auf Agar wuchsen Kokkenkolonien, die zunichst weifl und opak
aussahen, an deren Rande sich dann mehr oder weniger transparente Flecke
entwickelten, und von denen auch nach einiger Zeit die meisten vollig transparent
erschienen. Legte T'wort nun von den Kolonien, die erst wenig Transparenz
zeigten, Ausstriche an, so erhielt er opake und transparente Kolonien. Wurde
dann an den Rand einer opaken Kolonie eine Spur von einer transparenten (gla-
sigen) gebracht, so nahm von dieser Stelle aus die glasige Auflésung der Kolonie
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ihren Anfang; die ganze Kolonie erschien nach kurzer Zeit transparent und bestand
ausschlieflich aus winzigen, mit Giemsa-Losung sich rétlich fairbenden Granula.
Twort gelang der Nachweis, dal das wirksame, wie er beobachtete, manchmal
auch spontan bei den Kokken auftretende Agens der transparenten Kolonien
durch Porzellankerzen filtrierbar ist. Einstiindige Erhitzung auf 60° vernichtete
die 16sende Fahigkeit des Agens. Gegeniiber anderen Bakterien, wie Staph.
aureus und albus, besall es nur herabgesetzte, gegeniiber Bact. coli, Strepto-
kokken, Tuberkelbacillen und Hefe keine auflsende Wirksamkeit. Verimpfungen
des glasigen Materials auf Tiere verliefen ergebnislos. Versuche mit bestimmten
Bacillen der Typhus-Coligruppe ergaben ihm #hnliche Resultate. Twort, der
erkannte, daBl das wirksame Agens nur auf lebenden Kulturen sich ent-
wickelte, erértert zur Erklarung der Erscheinung u. a. die Moglichkeit der Wirkung
eines Ultramikroben; er gibt aber der Anschauung den Vorzug, daB das wirksame
Agensein aktives, von Bakteriengeneration zu Bakteriengeneration
fortfithrbares autolytisches Prinzip sei, das von den Bakterien
selbst erzeugt wurde. Gratial), Bruynoghe und Maisin konnten die
Befunde von Twort spéter bestitigen.

Im Jahre 1917 folgten dann die ersten Publikationen von d’Herelle, auf die
wir im nichsten Abschnitt niher eingehen werden.

Als in engem Zusammenhang mit dem ,,Phénomen von d’Herelle* stehend
miissen zuvor noch die Beobachtungen, welche Gildemeister 1917 iiber die
Variabilitdtserscheinungen bei Bakterien gemacht hat, angefiihrt werden. Auf
Stuhlausstrichplatten bildeten Ruhr- und Colibacillen, aber auch Typhus-,
Paratyphus B.- und andere paratyphusihnliche Bacillen in einer Anzahl von
Fallen eine bei den verschiedenen Bakterienarten in ihren Hauptmerkmalen
iibereinstimmende Gruppe von eigenartig unregelmiBig gestalteten Kolonien.
Die verschiedenartigen Kolonien waren dadurch ausgezeichnet, daf} die einzelnen
Formen dieser Gruppe bei der Weiterzucht bestindig ineinander umschlugen
und dauernd Normalformen abspalteten. Gildemeister nannte daher diese
bizarren Kolonien ,,Flatterformen®, die — wie wir heute wissen — eine Folge
der Einwirkung des bakteriophagen Lysins darstellen (vgl. Abschnitt: Lysogene
und resistente Keime, S. 591f.).

Uberblicken wir zum Schlu8 die aufgezahlten Arbeiten, so enthalten sie alle
eine Reihe von Beobachtungen iiber Bakterienauflosung, fiir die als wirksames
Prinzip fast regelmiBig ein autolytisches Ferment angenommen wurde. Die
Tatsache, daB spezifische ,,Autolysine‘‘ gerade bei den Bakterien der Typhus-
Coligruppe eine so auBlerordentliche Rolle spielen, war speziell von Conradi
und Kurpjuweit festgestellt worden.

‘Wir miissen nach diesem kurzen historischen Uberblick noch auf die von uns gewihlte
Benennung des Phinomens eingehen.

Wie bereits erwidhnt, haben Conradi und Kurpjuweit die bei der Bakterienauf-
lésung wirksamen Stoffe als ,,Autotoxine®, Kruse und Joetten spiter als ,,Autolysine*
bezeichnet. Beide Benennungen erscheinen uns fiir das vorliegende Phéinomen nicht prignant

genug, da sie den Charakter der ,,bakteriophagen Lyse* nicht prizis genug wiedergeben;
auch ist — wie wir sehen werden — die Frage, inwieweit die von diesen Autoren beobachteten

1) Gratia hatte schon friiher gezeigt, daB der Staphylokokkus imstande ist, Fermente
zu bilden. So konnte er eine Staphylokokkenkoagulase gewinnen, welche das Fibrinogen
des Plasma ohne Mitwirkung des Thrombins zur Gerinnung brachte.
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Vorginge mit denen beim d’Herelleschen Phinomen identisch sind, noch nicht als geldst
anzusprechen. Von einer Reihe von Autoren wird dagegen das Phinomen von Twort mit dem
von d’Herelle in engste Verbindung gebracht (Bordet und Ciuca, Gratia, Doerr u. a.),
einer Anschauung, die zweifellos nicht ganz unbegriindet ist. Man findet daher neben der
Bezeichnung ,,d’Herellesches Phinomen“ auch die Benennung ,,Phinomen von
Twort und d’Herelle®“. Wenn von uns nun auch die dtiologische Identitit beider Phino-
mene, wie dies d’Herelle tut, nicht bestritten werden soll (vgl. auch Beckerich und Hau-
duroy), so verlaufen die Phanomene selbst immerhin doch verschiedenartig. Es scheint
uns daher obige Bezeichnung nicht als gliicklich, zumal da doch die Méglichkeit nicht aus-
geschlossen ist, daB manche von anderen (oben erwiahnten) Forschern beschriebenen Auflo-
sungserscheinungen mit dem d’Herelleschen Phanomen artgleich sind. d’Herelle hat
jedenfalls vor Twort das Verdienst, durch seine ,,Bakteriophagen‘-Theorie erst die Auf-
merksamkeit der Biologen auf die ,,Bakteriophagie” gelenkt zu haben.

Nach dem Vorgange von Bordet und Ciuca, welche fiir das Zustandekommen des
d’Herelleschen Phinomens eine ,,Viciation nutritive héréditaire® der Bakterienkeime an-
nehmen, hat sich vielfach in der Literatur die Bezeichnung ,,iibertragbare Lyse* eingebiirgert.
Sie geniigt unseres Erachtens deshalb nicht, weil bei manchen Bakterienarten, z.B. den Pneumo-
kokken, eine mit der bakteriophagen Lyse vielleicht identische Autolyse beobachtet wird,
ohne daf} es bisher gelungen ist, die Lyse ,,serienweise* fortzuziichten!), und weil andrerseits
die Lyse nur einen Teil der Erscheinung darstellt.

Nachdem d’Herelle selbst zu der Anschauung gelangt ist, daf nicht der Bakteriophage
an sich, sondern ein von ihm geliefertes Ferment die ,,Bakteriophagie“ der Bakterien be-
dingt, besteht iiber das Zustandekommen des d’Herelleschen Phanomens insofern Einigkeit,
als also hierfir die Wirkung eines Fermentes angenommen wird. Ob dieses Ferment
aus dem befallenen Organismus, von einem invisiblen Keim oder, wie wir mit der Mehrzahl
der Autoren annehmen, von den Bakterien selbst herstammt, mu8 fiir die Bezeichnung dieses
Phanomens vorlaufig auBler acht gelassen werden. Wir verwerfen daher Ausdriicke, wie
,»»Autotoxine®, ,, Autolysine* oder ,,Autolysate, und halten es nach den obigen Ausfiihrungen
fiir richtiger, fiir die noch strittige Art von Bakterienauflosung bezw. Bakterienschidigung
eine nichts prajudizierende Bezeichnung zu wihlen. Bei der Bedeutung der ,,Bakteriophagen‘:-
Theorie d’Herelles fiir dieses ganze Problem scheint uns hierfiir die Benennung ,,bakterio-
phageLyse oder besser,, BakteriophagiediezweckméBigste zu sein; denn es kann kei-
nem Zweifel unterliegen, daB die in ganz bestimmter Weise verlaufende ,,bakteriophage Lyse‘
der Bakterien scharf abzutrennen ist von anderen, bisher bekannten autolytischen und bak-
teriolytischen Vorgingen (vgl. S. 11 ff.). Daneben werden wir auch den Ausdruck ,,Bakterio-
phage‘ gebrauchen, ohne damit d’Herelles Theorie von wirklichen Lebewesen anzuerkennen.

Bei den folgenden Ausfiihrungen wollen wir den Begriff der ,,bakteriophagen Lyse* még-
lichst weit fassen; wir rechnen daher zu den Erscheinungen der ,,Bakteriophagie®:

1. die im Bouillonversuch auftretende, ev. zur Klarung des Nahrmediums fithrende Keim-
schadigung, selbst wenn sie nicht von Rohrchen zu Rohrchen ,,serienweise‘ iibertragbar ist,
wie bei Pneumokokken?), Pestbacillen usw.; es wird dabei von uns allerdings die Voraus-
setzung gemacht, daBl die bakteriophage Natur des Lysins dann durch andere Versuchs-
ergebnisse bewiesen ist (vgl. S. 20, 38, 45);

2. das auf (und in) festen Nahrboden (Agar, Gelatine) erkennbare voéllige oder teilweise,
evtl. nur an umschriebenen kleinsten Stellen (,,taches viérges*‘) ausbleibende Wachstum der
Bakterien, das unter Umsténden sich nur in dem eingeschrinkten (hauchartigen oder mulden-
artigen) Wachstum der Bakterien zeigt;

3. die sich in dem Auftreten modifizierter Kolonien (Flatterformen, glasige Kolonien,
Schleimbildung) und verinderter Bakterienformen (resistente bezw. lysogene Keime usw.)
zu erkennen gebende Verinderung (Variation) der Bakterien.

Bei der Darstellung des Materials haben wir insofern Schwierigkeiten gehabt,
als uns die Originalarbeiten einer Anzahl ausléindischer Autoren leider nicht zur Verfiigung
standen; wir waren daher vielfach auf deutsche Referate angewiesen, die nicht immer ein

1) Vgl. S. 6. (Biirgers) und S. 22 (Jaumain).
2) McLeod und Govenlock fanden in Pneumokokkenlysaten wachstumshemmende
Stoffe, die auch auf heterologe Keime einwirkten.
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klares und eindeutiges Bild der betreffenden Arbeiten ergaben. Da wir auch nicht im Besitz
aller Originalarbeiten d’Herelles gelangen konnten, so sind wir hiufig genétigt gewesen,

313

den Darstellungen in seiner Monographie ,,.Le bactériophage, Son réle dans I'immunité
bzw. der wohlgelungenen deutschen Ubersetzung von Pfreimbter, Sell und Pistorius zu
folgen. Daraus haben sich aber einmal insofern Schwierigkeiten ergeben, als d’Herelle in
seinem Buche in der Hauptsache nur seine eigenen Untersuchungen beriicksichtigt, wobei
er manche von anderen Autoren ermittelte, von ihm s pater bestatigte Tatsachen aufzahlt,
ohne seine urspriinglich abweichende, in seinen fritheren Originalarbeiten vertretene Ansicht
weiter zu erwiahnen. So findet sich, um hierfiir ein Beispiel anzufiihren, in seinen ersten Arbeiten
ausdriicklich vermerkt, da8 der ,,Bakteriophage” bei Gesunden nicht gefunden wiirde,
wihrend er in seiner Monographie von dieser anfinglichen Anschauung, die sich nicht be-
statigt hat, — soweit wir sehen — nirgends mehr spricht.

d’Herelle hat in seiner Monographie leider auch die Ansichten anderer Autoren nicht
immer ganz korrekt wiedergegeben. So legt Bordet ausdriicklich gegen die Art der Dar-
stellung Widerspruch ein, die d’Herelle von Bordets Anschauungen iiber die Entstehung
dieses autolytischen Prozesses gibt.

Wenn wir also in Ermangelung der Originalarbeiten bei unseren Schilderungen oft auf
Referate und die Monographie d’Herelles angewiesen waren, so haben wir in diesen Fillen
doch durch Vergleich der verschiedenen Berichte und Arbeiten nach Méglichkeit versucht,
die daraus entspringenden Gefahren in der Darstellung zu vermeiden.

II. d’Herelles Grundversuch ; Bakteriophagentheorie. Lysine
Turros. Lysozym Flemings.

Der Grundversuch, welcher nach den Angaben d’Herelles (vgl. ,,Der Bak-
teriophage, S. 6) den Ausgangspunkt fir alle weiteren Untersuchungen bil-
dete, wird von ihm folgendermaflen geschildert:

Ein junger Mann stand wegen schwerer bacillirer Dysenterie (Shigabacillen-
ruhr) im Pasteurschen Spital in Behandlung. Von seinen Darmausleerungen
gab d’Herelle téglich 10 Tropfen in ein Bouillonrohrchen. Nachdem die Emul-
sion iiber Nacht im Brutschrank gestanden hatte, wurde sie durch eine Chamber-
landkerze filtriert. Hierauf beschickte d’Herelle ein neues Bouillonréhrchen,
dem jedoch Shigabacillen hinzugesetzt waren, mit 10 Tropfen von diesem Filtrat
und stellte es in den Brutschrank. Wihrend der ganzen Dauer der Krankheit
kamen in den (jeden Tag auf die gleiche Weise angelegten) Bouillonkulturen
Ruhrbacillen ohne Stérung zur Entwicklung. Eines Tages blieb das tags zu-
vor beimpfte Rohrchen steril. Eben zu dieser Zeit begann eine merkliche Besse-
rung in der Krankheit einzutreten und es folgte rasch darauf die Genesung.

In das mit Shigabacillen beschickte und mit Filtrat versetzte anscheinend
steril gebliebene Rohrchen gab d’Herelle nun eine neue, von einer jungen Agar-
kultur stammende Emulsion von Shigabacillen, in der Absicht, eine Aufhellung
der Aufschwemmung zu erhalten. Das Rohrchen wurde in den Brutschrank
gestellt und war in der Tat nach 12 Stunden Kklar.

Die Ausleerungen, aus denen das Filtrat gewonnen wurde, ent-
hielten — so schloB d’Herelle aus seinen Beobachtungen —also einen Stoff,
der die Ruhrbacillen aufléste.

d’Herelle versetzte nun eine frische Bouillonkultur von Shigabacillen mit
einem Tropfen der gelosten Kultur, und nach 15 Stunden war diese gleichfalls
gelost. In der gleichen Weise impfte er wiederholt weiter, indem er jedesmal
einen Tropfen der vorher gelosten Kultur einer neuen Aufschwemmung von Shiga-
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bacillen zusetzte. Die Wirksamkeit nahm nicht an Stirke ab, sondern
steigerte sich im Gegenteil nach jeder Passage. Die Aufldsung trat
immer rascher ein.

Das aus dem Darminhalt stammende lytische Prinzip war also serien-
weise fortfithrbar.

d’Herelle machte weiter folgende Beobachtung. Wenn er einer Bouillon-
kultur von Shigabacillen eine sehr geringe Menge einer gel6sten Kultur, etwa
0,00001 cem zusetzte, und dann sofort und nach 1-, 2- und 3stiindigem Aufenthalt
im Brutschrank einen Tropfen davon auf Schragagar ausstrich, so erhielt er nach
Bebriitung Kulturen, welche interessante Eigentiimlichkeiten aufwiesen. Im
ersten Rohrchen war der Agar mit einem normalen Rasen von Ruhrbacillen
bedeckt, der jedoch zwei kreisrunde Locher von 2 mm Durchmesser zeigte, an
denen nicht die Spur eines Bakterienwachstums zu erkennen war. Das nach
1 Stunde beimpfte Agarrchrchen zeigte 6 Locher, im 3. Réhrchen war nur noch
eine Spur, im vierten iiberhaupt nichts mehr von einer Kultur zu bemerken.

d’Herelle hatte, seiner Meinung nach, damit nicht nur einen neuen Beweis
dafiir, daB das lytische Prinzip sich wirklich vermehrte, sondern noch mehr dafiir,
daB der das Phiénomen auslésende Stoff an einzelne, fiir sich wirk-
same Teilchen gebunden ist, die sich beim Ausstreichen auf Agar an ver-
schiedenen Punkten zu sichtbaren Kolonien entwickeln. Diese Beobachtungen
waren es, welche in erster Linie neben der serienweisen Fortziichtung d’Herelles
zu der Annahme fiithrten, daB es sich bei der von ihm beobachteten
Erscheinung um die Wirkung eines corpusculidren Lebewesens,
eines Parasiten der Bakterien, handelt, den er ,,Bakteriophagum
intestinale® nannte.

Der Hauptinhalt der auf eine Reihe weiterer Beobachtungen (s. S. 83) sich aufbauenden
,,Bakteriophagen®“-Theorie ist kurz folgender:

Der ,,Bakteriophage ist nach d’Herelle ein ungemein winziger und gegen duBere
Einfliisse &uBerst widerstandsfahiger Mikrobe. Es existiert nur eine einzige Art von
Bakteriophagen, die allen tierischen Lebewesen gemeinsam ist und die Fahigkeit hat,
durch Gewohnung Virulenz gegen verschiedene, wahrscheinlich alle Bakterienstimme zu
erlangen. Der Bakteriophage 16st die Bakterien mit Hilfe lytischer Fermente auf. Dieses
Lysin iibt auch opsonische Wirkung aus. Die Bakterien kénnen unter Anderung der Form
und biologischen Eigenschaften gegen den Bakteriophagen resistent werden. Der Bakte-
riophage ist ein normaler Bewohner des Darmes, wo er auf Kosten der saprophytischen
Keime lebt. Da er ein ,,Antagonist* der Bakterien ist, so hingt beim Einbruch pathogener
Keime der Ausbruch und Verlauf der Krankheit ganz von dem Kampfe zwischen ,,Bakterio-
phagen® und Bakterium ab. ,,Die Beschreibung einer Infektionskrankheit ist nur die Schilde-
rung dieses Kampfes.“ Der Bakteriophage befdhigt den Organismus zur Abwehr und besorgt

die Heilung des Erkrankten. Nur durch seine Gegenwart kann der einer Infektion ausgesetzte
Organismus gesund bleiben und im Falle der Erkrankung wieder gesund werden.

Auf die bedeutungsvollen Befunde von Twort, der bei seinen Unter-
suchungen an Bakterien dem d’Herelleschen Phanomen jedenfalls sehr dhnliche
Erscheinungen (schon vor d’Herelle) beobachtet und beschrieben hat, wurde
bereits oben (S.7) hingewiesen.

Zu erwahnen ist noch, daB auch Turro bereits frither (aus Kérperzellen
und Korperfliissigkeiten) bakterienauflésende Fermente dargestellt (vgl. S. 91)
und dafl neuerdings A. Fleming ein dem bakteriophagen Lysin in seiner Wirk-
samkeit sehr dhnliches Agens aufgefunden hat.
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Gelegentlich von bakteriologischen Untersuchungen von Koryza wurde von Fleming
eine Bakterienart isoliert, welche von verdiinntem Nasenschleim des Kranken schnell und
stark gelost wurde. Das wirksame lytische Agens fand er in den meisten Geweben und Sekre-
ten des menschlichen Koérpers, in tierischen und pflanzlichen Geweben und im EiweiB. Es hat
fermentahnliche Eigenschaften und wird deshalb von Fleming ,,Lysozym* genannt. Es
wirkt auf festen und in fliissigen Niahrboden auf die Bakterien entwicklungshemmend und
bactericid, sogar noch in sehr starken Verdiinnungen. AuBer der erwihnten Bakterienart
wurden auch einige Streptokokkenarten von dem Lysozym in ahnlicher Weise beeinflufit.
Wie beim d’Herelleschen Phinomen wurden bakteriell getriibte Fliissigkeiten schnell auf-
gehellt, das Testbakterium z. B. durch eine 100fach verdiinnte Tranenfliissigkeit bei 45°
in 30 Sekunden. Mikroskopisch ergab sich dabei eine Quellung der Bakterien; ihre Grenz-
linien verwischten und verschwanden allméhlich, es blieben kleinste Granula iibrig. Das
Lysozym ist in Wasser 16slich, unléslich in Chloroform, Toluol, Ather, die es nicht schadigen,
es daher konservieren koénnen. Es bleibt wochenlang wirksam, 148t sich trocknen und im
trockenen Zustand lange halten. So findet es sich auch im getrockneten Eiweil des Handels.
In eiweiBhaltigen Medien wird es durch Fillungsmittel mit dem EiweiB niedergerissen. Es
wirkt am besten bei 0,1 proz. Salzgehalt, nicht mehr bei iiber 5 proz. Das Lysozym l6st lebende
und tote Bakterien. Gegen Siuren und Alkalien ist es empfindlich. Durch Erhitzen auf 75°
wird es stark geschadigt. Das Wirkungsoptimum liegt zwischen 37 und 60°. Es passiert
Collodium nicht, wird von Porzellanfiltern adsorbiert und geht danach durch das Porzellan-
filter hindurch. Das gleiche gilt fiir Papier- und Wattefilter. Blutkohle adsorbiert das Lyso-
zym, wihrend viele Bakterienarten, namentlich Kokken, gleichfalls Loslichkeit zeigen,
bleiben andere, so die Bakterien der Coligruppe, unbeeinfluft.

Nach Fleming und Allison konnen sich gegen die Wirkung des Lysozyms weitgehend
widerstandsfahige Keime ausbilden. Dabei ist ein Stamm, der z. B. gegen ein Lysozym aus
Tranen festgeworden ist, auch gegen das im Speichel oder Knorpel enthaltene widerstands-
fahig. Die bakteriolytische Wirkung nimmt infolge der Auflésung groBer Mengen von Mikroben
zu, und zwar in spezifischer Weise nur auf die zur Auflésung gelangten Keimarten z. B. auf
Sarcine, nicht auf andere empfindliche Keime.

Die Angaben Flemings sind nach Bail, der dabei an frithere Befunde von Weil und
Sazaki iiber die keimtétende Kraft der Leukocyten auf saprophytische Keime erinnert, durch
Nakamura bestitigt.

II1. Die ,,bakteriophage Lyse.

Die oben erwihnten grundlegenden Befunde d’Herelles, welche er selbst
bald erweitert hat, sind von zahlreichen Forschern bestitigt worden: mit ge-
ringen Mengen eines bakterienfreien Stuhlfiltrates von Ruhrrekonvaleszenten
kann man das Wachstum der Ruhrbacillen in Bouillonkulturen verhindern
und die durch Bakterienwachstum oder durch frisch eingesite Bakterien ge-
triibten Bouillonréhrchen kliren, wobei die Keime mehr oder weniger ver-
nichtet werden.

Entnimmt man einer klar gebliebenen oder nachtriglich geklirten Ruhrkultur-
bouillon Spuren von Fliissigkeit (z. B. eine Ose) und iibertrigt sie in ein neues
mit Ruhrbacillen beimpftes Bouillonrohrchen, so beobachtet man die gleichen
Erscheinungen. Der ProzeB der ,,Bakteriophagie* 1aBt sich unbegrenzt fort-
setzen, wobei die Wirksamkeit der Filtrate bis zu einem gewissen Maximum zu-
nimmt, und zwar steigern sich dabei (wie von allen Nachpriifern bestitigt ist) Inten-
sitit und Schnelligkeit der Wirkung. Es findet also tatsichlich eine Ver-
mehrung (Konzentration) des wirksamen Agens statt. Diese tritt aber
nur ein, wenn in der Bouillon lebende und sich vermehrende Bakterien
vorhanden sind. Sie bleibt ebenso aus bei abgetéteten Keimen wie in Flissig-
keiten, in denen die Bakterien sich nicht vermehren kénnen, z. B. in physio-
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logischer Kochsalzlgsung oder in Losungen, die mit wirksamen Mengen von Des-
infektionsmitteln versetzt sind.

Diese Tatsachen, auf deren Einzelheiten wir an anderer Stelle niher eingehen
werden (S. 37), kénnen trotz mancher Widerspriiche im groSen und ganzen als
gesichert angesehen werden. Der bakteriophage Effekt gewisser Stuhlfiltrate
und der geklarten Bouillonkulturen 148t sich wenigstens jederzeit mit den
einfachsten Mitteln leicht demonstrieren.

Ungeklart ist der Vorgang der Lésung und die Natur der dabei wirksamen
Substanzen. Handelt es sich bei dieser Bakterienauflésung um Titigkeit eines
Lebewesens, so lernen wir damit eine Form von Mikroben von bisher unbekannter
Art (kleinste unsichtbare ,,Ultramikroben‘) kennen. Sie wiirden uns die
Infektion, die bisher als Kampf von nur 2 Faktoren, dem Makro- und Mikro-
organismus galt, in neuem Lichte erscheinen lassen. Sollte es sich dagegen bei
der bakteriophagen Lyse um die Wirkung eines unbelebten Fermentes handeln,
so wiirde bei der unbegrenzten Fortfiihrbarkeit die Abgrenzung zwischen Ferment
und ,,contagium vivum® wesentlich erschwert sein. Gegen die Existenz von
,,Enzyminfektionen‘ bestdnden keine grundsitzlichen Bedenken mehr (Doerr)
und der Gedanke des Enzymvirus wire (in Hinblick auf die Beobachtungen von
Twort und d’Herelle) diskussionsfahig (vgl. Woodcock).

Was nun das .Wesen der Bakteriophagie selbst betrifft, so hat bereits
d’Herelle darauf hingewiesen, dal bei dem von ihm beschriebenen Phéinomen
etwas anderes vorgeht wie eine Bakteriolyse oder Autolyse im allgemeinen Sinne.
Bei der letzteren fiihre der Prozef} zu einer Auflosung der Zellen, deren Endprodukt
z. B. bei den Hefezellen eine halbfliissige Masse darstelle, welche mikroskopisch
betrachtet, aus Zelltriimmern und mehr oder weniger verinderten Zellen bestehe.
Es handele sich also hierbei nicht um eine wirkliche Auflésung, sondern nur um
eine Strukturinderung der Zellen im Sinne einer Auflockerung mit teilweiser
Auflésung bestimmter Elemente. Selbst im giinstigsten Falle bliebe eine amorphe,
unlésliche Masse zuriick. Bei der Bakteriolyse wiederum, wie sie jetzt als Er-
scheinung einer Immunitétsreaktion von den Autoren meistens gebraucht wiirde,
sei eine wirkliche Auflésung in vitro tatsichlich niemals beobachtet worden und
alles weise darauf hin, daBl auch in vivo eine solche nicht stattfinde. d’Herelle
sieht beim Pfeifferschen Versuch in der Phagocytose das allein ausschlag-
gebende Moment. Wenn auch diese Ansicht auf Grund der Arbeiten Richard
Pfeiffers und seiner Schiiler als nicht haltbar angesehen werden kann, so ist doch
die Sonderstellung des d’Herelleschen Phanomens ohne weiteres zuzugeben.

Im Gegensatz zu der Bakteriolyse und der Autolyse handelt es sich nun
nach d’Herelle bei .der ,,Bakteriophagie“ um eine Erscheinung, deren
Endresultat stets eine vollige Auflésung der Bakterien ohne jeg-
lichen Riickstand ist. Die absolute Klirung bereits getriibter Bouillon-
kulturen spricht anscheinend auch fiir eine restlose Auflésung der Bakterien.
Immerhin ist es durchaus nicht gesichert, ob nicht doch Bakterienreste zuriick-
bleiben. Wenngleich es moglich ist, die bakteriophage Lyse in vitro so ablaufen
zu lassen, daBl moglichst wenig Bakterienderivate auftreten, so ist es doch uns
und anderen Autoren bisher nicht méglich gewesen, Lysinlosungen zu gewinnen,
die génzlich frei von Bakterienzerfallsprodukten sind (vgl. auch die
Versuche von de Necker, siche S. 14).
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d’Herelle gibt iiber den Verlauf der Bakterienauflésung, die er
im Mikroskop verfolgt hat, folgende Schilderung: 30 Minuten nach dem
Zusatz des ,,Bacteriophagen‘‘ fand er normale Bacillen, die sich teilweise nur
schwach farben lieBen. Nach 45 Minuten betrug die Zahl der schwach fiarbbaren
Bakterien 10%,. Zwischen 1 und 2 Stunden nahm die Zahl der letzteren stindig
zu, nach 2 Stunden fand man nur noch wenige Stibchen, welche sich normal
farbten; dagegen gewahrte er nun amorphe Massen und Kérnchen und endlich
kuglige und mehr oder weniger elliptische Formen von verschiedener GréBe. Da-
neben waren noch einige wenige gut firbbare Bakterien zu sehen. Zwischen 2 und
3 Stunden sollen die amorphen Massen reichlicher werden, wihrend gleichzeitig
die noch bakterienahnlichen Formen an Zahl abnehmen. Kuglige Formen sihe
man nur noch vereinzelt. Nach 4 Stunden werde die Auflgsung immer vollstin-
diger. Allmahlich verschwinden sowohl die amorphen Massen wie die Kérnchen,
nach 36 Stunden konne man auf dem gefirbten Priparat nichts mehr unter-
scheiden.

Im Ultramikroskop bemerkte d’Herelle auBler den Bakterien, deren Zahl
sich allméhlich verminderte, keine Formelemente, nur &uBerst feine Kérnchen,
ohne daB3 man diese als corpusculére Elemente ansprechen konnte. In dem Inneren
der anfangs normal aussehenden Bakterien traten nach 45—60 Minuten immer
zahlreichere feine Kérnchen auf. Mit der Vermehrung der Kornchen erfolgte eine
Abnahme der normalen Bakterien. Nach 1!/,—11/, Stunden sah er gequollene
Bakterien und kugelige Formen, welche verschieden zahlreiche Granula ent-
halten. Diese kugligen Formen sollen besonders in dem Augenblicke anzutreffen
sein, in dem die Lyse am starksten ist. Sie zersplittern sich friiher oder spiter.
d’Herelle glaubt, daf diese Granula wahrscheinlich in Wirklichkeit die bakterio-
phagen Keime darstellen (!).

Beim Zusatz geringer Mengen ,,Bakteriophagen* erfolge zunéichst eine Triibung
des Mediums. Allméhlich sollen auch die amorphen Massen sowie kugligen Ge-
bilde und Kornchen auftreten. Ein Unterschied gegeniiber dem ersten Fall be-
stehe insofern, als die Bakterien anfangs vor der Einwirkung der bakteriophagen
Wirkung auBergewéhnlich groBe Formen annehmen.

Gildemeister konnte eine Auflosung der Bakterien unter dem Mikroskop
nicht beobachten. Auch von anderer Seite liegen Bestiitigungen iiber die mikro-
skopischen Befunde d’Herelles nicht vor. Wir selbst konnten in Klatsch-
préparaten, die von dem Grenzbezirk des Bakterienrasens und der unter Lysin-
wirkung steril gebliebenen Agarpartie gewonnen waren, wohl zahlreiche gekérnte
Bakterien nachweisen, fanden aber niemals scharfe Uberginge zwischen nor-
malen und in Zerfall begriffenen Keimen. Daf} indessen bei der bakteriophagen
Lyse ein granulirer Zerfall der Bakterien stattfindet, geht zweifellos aus den Be-
funden beim Phinomen von Twort hervor, die von Gratia u. a. bestétigt sind.

De Necker hat zur Beantwortung der Frage, wie man sich die Wirkung des
Lysins vorzustellen hat, mit Hilfe spezifischer Pricipitin- und komplement-
bindender Sera den Antigengehalt solcher Bouillonréhrchen gepriift, die einmal
gleichzeitig mit dem Lysin und der Kultur beimpft waren und stets klar blieben
und die im anderen Falle nach 24stiindigem Wachstum durch das Lysin geklart
waren. Der Antigengehalt der Réhrchen und der dazugehérigen Kontrollen wurde
an der klar zentrifugierten Flissigkeit gepriift. Es ergab sich, daB die Bouillon
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im ersten Falle fast frei von Antigen war, wihrend sie im anderen Falle reich-
lichere Mengen enthielt. Daraus schlo de Necker, da8 die eigentliche Wirkung
des d’Herelleschen Lysins eine echte Wachstumshemmung ist. Aus den Ver-
suchen geht aber nicht hervor, dal neben dieser Wachstumshemmung, die zweifel-
los richtig ist, auch sonstige Schidigungen der Bakterien auszuschlieBen sind.
Die Klirung getriibter Bouillonréhrchen mufl doch jedenfalls auf eine Auflésung
der Keime zuriickgefiihrt werden. Dazu kommen eine Reihe von Verédnderungen,
die ohne Auflésung der Bakterien einhergehen (s. S. 59ff.).

Wir wollen an dieser Stelle den Verlauf der Lysinwirkung nicht weiter erdrtern.
Diese Frage hingt mit dem ProzeB der Lysinbildung eng zusammen, die uns spater be-
schaftigen wird. Es wiirde nur eine Wiederholung bedeuten, wenn wir alle jene Momente,
welche EinfluB auf die Lysinwirkung und die Lysinentstehung haben, hier und dort auf-
fithren wollten. Wir verweisen daher beziiglich des Einflusses der verschiedenen Momente
auf die Lysinwirkung (Zustand der Bakterien, Kulturmedium, physikalische und chemische
Bedingungen usw.) auf die diesbeziiglichen spateren Abschnitte. Einen wichtigen Punkt
miissen wir indessen gleich hier hervorheben, nadmlich den daB die ,,bakterio-
phage Lyse nur eine der Schiadigungen ist, die die Bakterien unter
dem EinfluB des ,,Bakteriophagen® erleiden (vergl. S.91).

IV. Fundorte des Lysins und beeinfluBbare Bakterienarten.

Wihrend d’Herelle in seiner ersten Mitteilung angab, dall bei Gesunden
sein ,,Bakteriophage‘‘ nicht vorkomme, haben spitere Untersuchungen gezeigt,
daB er weit verbreitet ist, d. h. daB mit den verschiedensten Substanzen nach
der Bebriitung mit Bakterienbouillonkulturen in diesen ein bakteriophages Lysin
auftritt. Wir mochten hier gleich bemerken, daf alle diese Orte, an denen man
einen solchen ,,Bakteriophagen‘ gefunden haben will, nach unserer Ansicht —
falls nicht etwa den Untersuchern ,,Enzyminfektionen® ihrer Filter unterlaufen
sind — in der Regel nichts anderes bedeuten als dort vorhandene Momente,
welche die Lysinbildung aus den (benutzten) Bakterien besonders
begiinstigt haben. In diesem Sinne kann man auf Grund der Befunde, ins-
besondere von d’Herelle selbst, als weit verbreiteten ,,Fundort‘‘ des ,,Bakterio-
phagen‘‘ in erster Linie die Darmentleerungen von Mensch und Tier (Affe,
Pferde, Rinder, Biiffel, Schweine, Ziegen, Kaninchen, Meerschweinchen, Hiihner,
Seidenraupen usw.) ansehen, wobei damit zu rechnen ist, daB an allen ,,Fund-
orten* bereits in gewissem Grade eine Lysinbildung stattgefunden hat, falls
im Ausgangsmaterial Lysin in grofilerer Menge nachweisbar vorhanden war.
Es sei hier daran erinnert, daf auch schon Eijkmann, Conradi und Kurp-
juweit in den Faeces von Kranken ihre bakterienantagonistischen Stoffe nach-
gewiesen hatten.

d’Herelle fand das bakteriophage Lysin zunichst bei Darmkranken (Ruhr,
Typhus- und Paratyphus), dann aber auch in den Ausleerungen von anderen
Kranken, z. B. bei Pest. Wiahrend sich bei Ruhrkranken bzw. Rekonvaleszenten,
wie dies fast alle Untersucher bestitigen (vgl. u.a. Otto, Munter und Winkler)
mit ziemlicher RegelmiBigkeit und Leichtigkeit wirksame ,,Bakteriophagen‘
nachweisen lassen, und man sie auch hiufig bei Typhus- und Paratyphuserkran-
kungen findet, gelang dies d’Herelle bei 100 Cholerakranken nur einmal, und
zwar bei einem Kranken, der wieder gesund wurde. Die Tatsache, daB auch in
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vitro, wie wir gleich sehen werden, der Nachweis eines Lysins gegen Cholera
nicht oder nur unsicher gelingt, wahrend dies bei Ruhrbacillenkulturen ver-
haltnismiBig leicht ist, diirfte diese verschiedenen Befunde leicht in dem Sinne
erklaren, daBl eben der Kultur und nicht dem Material die gréBere Bedeutung
zukommt.

Es wird aus diesem Grunde wohl rationeller sein, zunichst einmal die Bak-
teriengruppen zu betrachten, gegen welche iiberhaupt ,,Bak-
teriophagen* gefunden wurden. Sehen wir davon ab, ob die ,,Lysine‘
bei kranken oder gesunden Individuen erhalten wurden, so kommen folgende
Bakterienarten!) in Frage:

1. Lysine gegen Shiga-Kruse-Bacillen; bei Ruhrkranken (d’'Herelle; Bail; Otto,
Munter und Winkler, Davison usw.);

experimentell im Meerschweinchenversuch (M. Wollstein);

bei Pferden und Gefliigel (d’Herelle);

bei Gesunden (Debré und Haguenau).

2. Lysine gegen Y-, Flexner- und sonstige Pseudoruhrbacillen (d'Herelle,
Bail, Otto, Munter und Winkler u. a.).

3. Lysine gegen Colibacillen; gegen diese wurden von d’Herelle hiaufiger Bakterio-
phagen bei Gesunden gefunden, sie waren aber ausnahmsweise nur von starker Virulenz.
M. Wollstein gewann ein auf Dysenteriebacillen iibergreifendes Colilysin aus Stuhl bei
Coliperitonitis. In Urinproben stellte Fabry bei Gesunden und Kranken mehrfach Coli-
lysine fest. Ferner fand man solche Lysine bei Colicystitis (Gildemeister, Otto und
Munter);. in normalem Meerschweinchendarm (Kabelik, Toma$ek und Bouédek); in
Lochialsekret (Perazzi); in Vaginalsekret (Gildemeister), im Hiihnerkot (Bail) und
experimentell im Meerschweinchenversuch (Bordet und Ciuca).

4. Lysine gegen Ty phusbacillen (’'Herelle, Janzen und Wolff bei Typhuskranken
und -rekonvaleszenten; Otto, Munter und Winkler bei Typhus und Ruhrkranken, auch
bei Gesunden; Davison bei Kindern, die an verschiedenen Krankheiten litten).

5. Lysine gegen Paratyphus A- und B-Bacillen; haufig in normalen Stuhlausieerungen
(’Herelle); im Darm von paratyphusinfizierten Ferkeln und Affen (MieB8ner und Baars,
Immendorf).

6. Lysine gegen Proteusbacillen (d’Herelle bei Sduglingen mit Gastroenteritis).

7. Lysine gegen Pestbacillen (d’Herelle bei menschlichen Erkrankungen 1 mal,
mehrfach bei Rattenpest). .

8. Lysine gegen Choleravibrionen (d’Herelle einmal bei einem unter 100 Cholera-
kranken).

9. Lysine gegen Hog-Cholera (Einzelbeobachtung d’Herelles bei einem gesunden
Menschen).

10. Lysine gegen Bac. subtilis (d’Herelle bei einem Ruhrkranken).

11. Lysine gegen Streptokokken (d’Herelle bei drusekrankem Pferd, Piorkowski
bei Sepsiskranken [Befunde zweifelhaft, da Technik nicht einwandsfrei, vgl. Otto und
Munter], Eickhoff).

12. Lysine gegen Diphtheriebacillen; gegen diese gewann d’Herelle Lysine aus dem
Kot von 2 Pferden.

13. Lysine gegen Staphylokokken; aus Eiter und Abscessen (d’Herelle, Gratia,
Callow, bzgl. der Befunde von Twort siehe S.7; Eickheff).

14. Lysine gegen Miusetyphusbacillen (d’Herelle aus dem Darm weiBer und grauer
Ratten).

15. Lysine gegen Bakterien der Biiffelseuche (d’Herelle aus dem Darminhalt
von Biiffeln).

1) Bail konnte aus Hiihnerkot ein Lysin gewinnen, das mit 13 verschiedenen Bakterien-
stimmen der Typhus-Coligruppe fortfiihrbar war. Wir haben es als polyvalent wirkendes
Colilysin aufgefalt und demgemiB oben registriert.
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16. Lysine gegen Bakterien der Hithnertyphose u. zw. Bact. gallinarum Klein
und Bact. paragallinarum Klein (d’'Herelle aus dem Darminhalt von Hiihnern).

17. Lysine gegen Bacillen aus toten Seidenraupen [d’'Herellel)].

Wie aus der vorstehenden Ubersicht erkenntlich ist, ist es moglich g&wesen,
gegen eine grofle Reihe von Bakterien bakteriophage Lysine bei Kranken und
Gesunden aufzufinden. Nach allgemeiner Erfahrung gelingt der Nachweis der
Bakteriophagen am leichtesten bei den Bakterien derTyphus-Coli-Ruhr-
gruppe. Gegen diese Bakterien findet man nicht nur bei Kranken, sondern auch
in den Stuhlfiltraten von gesunden Menschen und Tieren — besonders Hithnerkot
scheint ein reichlicher Fundort zu sein — haufig Lysine. Das diirfte kein Zufall
sein. Wie wir an anderer Stelle noch naher zu erortern haben, eignet sich diese
Bakteriengruppe auch in vitro am besten fiir die Darstellung der bakteriophagen
Lysine aus Bakterien allein. Es ergibt sich ferner, daB3 das Auftreten eines Bak-
teriophagen nicht erst nach der Infektion erfolgt. d’Herelle hat dementsprechend
die Hypothese aufgestellt, dafl der in der Natur weit verbreitete ,,Bakteriophage‘
auch schon bei gesunden Organismen vorhanden ist, bei denen er auf Kosten
saprophytischer Keime haust und sich bei der Infektion erst auf die betreffenden
pathogenen Keime umstellt.

Wenn nun auch unserer Ansicht nach die Kenntnis der ,,Fundorte“ bzw. Bil-
dungsstéitten des bakteriophagen Lysins nur von untergeordneter Bedeutung ist,
so hat es immerhin ein gewisses Interesse, die Orte und Umstéinde kennen zu
lernen, an denen sich solche ,,Lysine‘‘ nachweisen lieBen. Wir wollen daher auf
die Untersuchungen kurz eingehen, welche von den verschiedenen Autoren zum
Nachweis des Bakteriophagen unter den verschiedensten Verhéltnissen angestellt
sind. Wir verweisen dabei auf die bereits erwihnten Befunde und mdochten
hier nur hervorheben, dafl man Lysine nicht nur bei Darmkranken, sondern
auch bei anderen Infektionen findet, wie dies d’Herelle als erster z. B. bei der
Barbonekrankheit der Rinder, bei Pest usw. festgestellt hat. Auch andere Autoren
fanden bei Nicht- Darmkranken bakteriophages Lysin. So konnte man bei
akuten entziindlichen Infektionen Lysine gegen Streptokokken und Staphylo-
kokken aus Stuhl und Eiter gewinnen (vgl. S. 18).

Bei Darmgesunden haben zuerst Debré und Haguenau Untersuchungen
vorgenommen. Sie konnten aus dem Filtrat von 81 Stiihlen (bei 63 Personen)
17mal einen ,,Bakteriophagen ziichten, der stets gegen Shigabacillen, mitunter
auch noch gegen andere Bakterien wirkte. Als d’Herelle gelegentlich eine
Ausleerung, die von einem Gesunden stammte, auf Bakteriophagen untersuchte,
erhielt er ein negatives Resultat mit den Darmbakterien, konnte aber einen solchen
gegen Hogcholerabacillen isolieren und in Passagen fortziichten. Dumas fand
den ,,Bakteriophagen aufler im Kot gesunder Personen und im Meerschwein-
chenkot, auch in der Erde, im FluB}- und Leitungswasser (siehe spater). Otto,
Munter und Winkler sahen bei ihren Untersuchungen in den Faeces eines
Gesunden, der keine Darmerkrankungen durchgemacht hatte, lytische Stoffe
gegen Typhus- und Shigabacillen. Bei einer anderen Person konnten sie lytische

1) Die Reihe der Bakterien ist damit sicher noch nicht erschopft. So haben Kraus und
Gomez auch bei Pyocyaneusbacillen wirksame Filtrate gewonnen. Bemerkenswert ist in
der obigen Zusammenstellung das Uberwiegen der gramnegativen Bakterien (vgl. SchloB-
berger).

Ergebnisse der Hygiene. VI. 2
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Wirkungen gegen Flexner- und Y-Bacillen feststellen, ohne dafl auch bei dieser
jetzt oder friiher eine infektiose Darmerkrankung vorausgegangen war. Dagegen
ergaben die Untersuchungen bei einer dritten Person, die vor Jahren an schwerer
Ruhr erkrankt gewesen ist, trotz wiederholter Priifung niemals Lysin. AuBerdem
konnten sie bei Fleckfieberinfektionen ohne Darmerscheinungen Lysine gegen die
verschiedensten darmpathogenen Keime der Typhus-Coligruppe nachweisen.

Aus diesen Untérsuchungen geht hervor, dafl sich ein,,bakterio-
phages Lysin“ gegen pathogene Darmbakterien auch bei Personen
finden kann, ohne daB diese klinisch krank oder bakteriologisch
Keimtriger zu sein brauchen, ein Befund, der von verschiedenen Autoren
erhoben ist.

An dieser Stelle sei schon auf die Befunde von Bordet und Ciuca hin-
gewiesen, die ein wirksames Lysin in dem Peritonealexsudat vom Meer-
schweinchen auftreten sahen, denen sie wiederholt Colibacillen intraperitoneal
injiziert hatten; sie nahmen infolgedessen an, dafl das bakteriophage Lysin aus
den Bakterien selbst, und zwar aus gewissen Variationsformen herriihrt.

Die Versuchstechnik von Bordet und Ciuca war folgende:

Sie injizierten einem Meerschweinchen mehrmals lebende Colibacillen i. p. und entnahmen
dem Tiere 1 bis 2 Tage nach der letzten Einspritzung das leukocytenreiche Peritoneal-
exsudat. Das Exsudat, in dem die Plagocytose beendet war, das aber noch einzelne
lebende Keime enthielt, wurde dann mit 2—3 Teilen steriler Bouillon versetzt, am
nichsten Tage !/, Stunde bei 58° erwirmt, nochmals mit Bouillon vermischt und diese
mit 1 Tropfchen frischer Kultur beimpft. Nach 24stiindiger Bebriitung war spérliches
Wachstum vorhanden, die Kultur klarte sich weiterhin meist in 2—3 Tagen bei Zimmer-
temperatur. Mit dieser geklirten Bouillon lieBen sich 2 Versuchsreihen anstellen:
1. konnten aus ihr dicke, schleimige, schimmernde Kolonien geziichtet werden, die, in ge-
woéhnliche Bouillonkulturen geimpft, dieselben wiederum klarten; 2. wurde die. Nahrbriihe
bei 58° sterilisiert und dann zu gewshnlichen Colibouillonkulturen hinzugesetzt; die Kulturen
klarten sich gleichfalls. Mit jeder auf diese Weise geklarten Bouillon lieBen sich die Versuche
wiederholen. Die Erneuerung lytischer Eigenschaften war aber an die Anwesenheit lebender
Keime gekniipft. Die Tatsache, daB diese iibertragbaren lytischen Eigenschaften nicht spon-
tan auftreten, weist nach Bordet und Ciuca darauf hin, daB die Bakterien diese lytischen
Qualititen im Tierkorper erwerben. Sie sprechen daher von einer ,,viciation nutritive héré-
ditaire. Heute wissen wir, daf diese Lysinbildung auch spontan vorkommen kann und
daB der Aufenthalt im Tierkorper nur als begiinstigendes Moment wirkt:

Gegen diese Versuche von Bordet und Ciuca, die spater zuerst von Gratia
bestitigt wurden, bzw. gegen ihre Beweiskraft fiir die bakterielle Natur des Lysins
hat d’Herelle Einwinde erhoben, weil die Gewinnung des lytischen Prinzips
nicht regelmaBig gelingt. Diese Inkonstanz miisse durch gelegentlichen Durchtritt
von ,,Bakteriophagen‘‘ aus dem Darm in die Bauchhdhle erklart werden; indessen
gelang es Gratia, Callow, Lisbonne, Boulet und Carrére, an Orten, die
mit dem Darm nicht in mittelbarer Beziehung stehen, so in geschlossenen Ab-
scessen sowie in den steril entnommenen, experimentell erzeugten, aseptischen
Eiteransammlungen in der Pleurahshle von Hunden, ebenfalls Lysine (allerdings
z. T. erst nach mehreren Passagen) nachzuweisen. (Vgl. auch Versuche Tworts.)
Damit ist bewiesen, daBl ein Zusammenhang der von den Autoren gefundenen
Lysine mit dem Darmtractus des Tieres nicht besteht.

Auch auBerhalb des menschlichen und tierischen Organismus
wurden ,,Bakteriophagen® aufgefunden, so z. B. im Boden, im Kanal-
wasser, im FluBwasser, im Meerwasser (in der Nahe von FluBmiindungen, aber
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nach d’Herelle nicht auf hoher See), in Wasserleitungen (Dumas, Beckerich
und Hauduroy, Eliava).

Alle diese Befunde haben, wie wir bereits betonten, nur relativen Wert. d’Herelle nimmt
an, dal an den genannten Orten tatsichlich der ,,Bakteriophage* priméar vorhanden ist;
fiir die Gegner der ,,Bakteriophagen‘‘-Theorie erklaren sich die Befunde mit der Annahme
von Stoffen, welche die Lysinbildung aus den Bakterien begiinstigen, bzw. dem Vorhandensein
geschadigter Keime. Wie wir bei der Besprechung der Gewinnung des Lysins aus ,,Bakterien
allein‘ zu erértern haben werden, fehlt bei fast allen friiheren Versuchen der von uns (und
im Sinne seiner Theorie auch von d’Herelle) geforderte Nachweis, da die Kultur, welche
zur Darstellung des Lysins benutzt wurde, nicht lysinogen bzw. nicht eine ,,Mischkultur
im Sinne von d’Herelle war.

V. Lysin aus ,,Bakterien allein‘.

In dem voraufgehenden Abschnitte haben wir auseinandergesetzt, dal nach
dem Stande unserer jetzigen Kenntnisse iiber das bakteriophage Lysin der ,,Fund-
ort‘ nur eine beschrinkte Bedeutung hat, dal vielmehr die Gewinnung des
Lysinsin der Hauptsache von der zu seinem Nachweis benutzten Bakterien-
kultur abhingt. Es wurde nur zugegeben, daB in manchen Materialien,
z. B. in den Stuhlfiltraten von Ruhrrekonvaleszenten, bakteriophages Lysin
héufig in gréBeren Mengen vorhanden ist. Denn, wie d’Herelle schon gezeigt
hat, gelingt es mit diesen Filtraten meist oft schon in der ersten ,,Passage, stirkere
bakteriophage Wirkungen zu erzielen. Auf die Deutung, welche dieser Tatsache
von den verschiedenen Gesichtspunkten aus zu geben ist, haben wir schon hin-
gewiesen. Wichtig ist nun, dal auch ohne Mitwirkung von Stuhlfiltraten aus
Bakterien allein das Lysin zu gewinnen ist. Der exakte Nachweis dieser
Tatsache ist jedenfalls fiir die Ansichten iiber den d’Herelleschen ,,Bakte-
riophagen‘‘ von wesentlicher Bedeutung geworden.

Bereits Twort hatte die Entstehung des von ihm bei gewissen Bakterien auf-
gefundenen lytischen Prinzips auf die Bakterien selbst zuriickgefiihrt. Im An-
schluB an die Versuche von Twort hat Gratia gleichfalls das lytische Prinzip
aus Kulturen gewonnen. Er nahm (wie Twort) Aussaaten von glycerinierter
Pockenlymphe vor und konnte dabei in einem Falle in den Staphylokokken-
kolonien kleine helle Flecke feststellen. Bei der Abimpfung in Bouillon ergab sich
eine langsam wachsende Kultur, deren Filtrat ausgesprochen hemmende und
l6sende Wirkung auf Staphylokokkenkulturen ausiibte.

Nachdem dann Bordet und Ciuca auf Grund ihrer Versuche an intraperi-
toneal infizierten Meerschweinchen eine ,,viciation nutritive héréditaire der
Bakterien als Quelle des bakteriophagen Lysins angesprochen hatten, berichtete
Bail, daB er in alternden Bouillonkulturen eines Flexnerstammes bakteriophage
Wirkungen habe nachweisen kénnen.

Im Jahre 1921 teilte Gildemeister, der in den sog. ,,Flatterformen‘ Triger
des lytischen Agens feststellte, gelegentlich mit, dafl es ihm gelungen sei, mit be-
sonderer nicht niher angegebener Technik, das lytische Agens d’Herelles im
Reagensglase zu erzeugen.

Unabhiingig von diesen Autoren haben Otto und Munter 1921 das bakterio-
phage Lysin aus Bakterien allein gewonnen und die Gewinnungsvorgéinge ein-
gehend studiert. Sie gingen dabei von Bakterienkulturen aus, deren
Filtrate an und fiir sich keine lytischen Eigenschaften zeigten.

2*
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Mit derartigen Stimmen wurden Bouillonkulturen angelegt und diese nach léinge-
rem Wachstum erhitat und filtriert. Teile der Filtrate wurden dann serienweise
in neue Bouillonrohrdhen iibertragen und mit frischen Keimen bebriitet; nach
einer bestimmten Reihe von Ubertragungen wiesen die Filtrate bei mehreren
Stimmen typische bakteriophage Wirkungen auf. Diese traten z. B. bei einer
14 Tage alten Typhusbouillonkultur, bei einer 3 Wochen alten Y-Kultur und bei
einer 14 Tage alten Fléxner-Bouillonkultur schon bei der 3. Passage auf. Wihrend
bei 2 Colistimmen der Lysinnachweis in der 5. Passage gelang, erwies sich bei
Shiga-Krusebacillen (3 Wochen alte, wiederholt beimpfte Shigabacillen-Bouillon-
kultur) das Filtrat erst nach 15maliger Weiterziichtung als wirksam. Auch bei
Staphylokokken wurde aus Kulturen allein Lysin gewonnen, jedoch war die Wir-
kung nur eine schwache und unbesténdige. Ein durch 2 malige Passage aus einer
4 Tage alten Paratyphus-B-Bouillonkultur gewonnenes Filtrat zeigte insofern
eine etwas abweichende Wirkung, als das Lysin auf der Platte nicht die iiblichen
bakterienfreien Stellen und Locher erzeugte, sondern nur eine Schidigung der
Bakterien herbeifiihrte, die sich in einem abgeschwichten, hauchartigen Wachstum
kenntlich machte. Im ganzen gelang Otto, Munter und Winkler die Gewin-
nung von Lysin aus Kultur allein 13mal, und zwar gaben

von 5 Flexnerstaimmen 5,

von 6 Y-Stimmen 3,

von 5 Shiga-Krusestammen 1,

von 5 Colistimmen 3 Lysin;
auBerdem bildete auch der eine gepriifte Typhusstamm Lysin.

Spiter haben Otto und Munter noch mehrfach Lysin aus Kulturen allein
gewinnen kénnen, und zwar bei Bacillen der Typhus-Coligruppe sowie bei Strepto-
und Staphylokokken. Weiter unten werden eine groBere Reihe von Autoren
aufgefithrt werden, denen gleichfalls die Gewinnung des Lysins aus Bakterien
allein, meist allerdings unter besonderen begiinstigenden Umsténden, gelang. Daf}
es solcher Hilfsmittel aber nicht bedarf, zeigen z. B. die Versuche von Kraus und
Gomez mit den Filtraten von Pyocyaneusbacillen. (Es wére iibrigens sehr inter-
essant, die Beziehungen dieses bakteriophagen Filtrates der Pyocyaneusbacillen
zu dem sog. Pyocyaneustoxin zu kliren.) Die Leichtigkeit, mit der die Gewinnung
eines Lysins bei den verschiedenen Bakterienarten gelingt, ist eben sehr ver-
schieden. So ist Otto und Munter bei Pest- und Cholerabacillen sowie bei
Pneumokokken der Nachweis von Lysinen nicht gelungen. Dies schien um so
auffallender, als sie bei einigen dieser Bakterienarten nach mehrtiagigem Wachstum
eine Klirung der Nihrflussigkeit mit Flockung und Sedimentation der Bak-
terien eintreten sahen, Erscheinungen, die u. E. mit der bakteriophagen Lyse
im Zusammenhang stehen (s. S. 60). Es gelang aber nicht, mit dem Filtrat dieser
geklirten Bouillon im Plattenverfahren die typischen bakteriophagen Wir-
kungen zu erhalten und die Lysine serienweise fortzufiihren (vgl. S. 38, 45).

Aus den Versuchen von Otto und seinen Mitarbeitern mdochten wir hier
noch hervorheben, dall bei der Lysingewinnung aus Kulturen allein sich ihnen
der Vorgang der Filtration durch Bakterienfilter als ein die Lysinbildung
begiinstigender Faktor etwies. Um nimlich eine Kontrolle dagegen zu haben,
daB nicht etwa durch mangelhafte Sterilisation der Filter eine ,,Enzyminfektion
der Filter und dadurch Lysinbildung erfolgte, haben Otto und Munter gleich-
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zeitig auch Lysingewinnungsversuche ohne Filtration vorgenommen. Sie konn-
ten auch so wirksame Lysine gewinnen; es waren dazu aber immer mehr ,,Pas-
sagen‘‘ notwendig als bei der Filtration. Sie gingen dabei in der Weise vor,
daBl die Bouillonkulturen auf 60° erhitzt und dann zentrifugiert wurden. Von
dem Zentrifugenklar wurden serienweise Spuren in neu angelegte Bouillonkul-
turen verimpft.

Um alle Reste von anhaftenden ,,Bakteriophagen‘‘ sicher zu entfernen, wurden
in den Versuchen von Otto und Munter die Filter bei jedem Versuch griindlich
nachgespiilt, dann in Wasser 1 Stunde gekocht und 2 Stunden im Trockenschrank
sterilisiert. Von Zeit zu Zeit wurden sie aullerdem ausgegliitht. Gegeniiber den
Angaben von Putter und Vallen, dal die Gewinnung von Lysin schon durch
Filtration der Bouillon allein méglich sei, méchten wir besonders darauf hin-
weisen, daBl uns die Lysingewinnung aus filtrierter Bouillon nie gelang, wohl
aber ohne Filtration (durch Abzentrifugieren) aus alten Kulturen. Die
Befunde von Putter und Vallen konnen also keine generelle Bedeutung
haben. Sie konnten auch neuerdings von Borchardt nicht bestétigt werden.
Unserer Ansicht nach erkliren sie sich entweder — wenigstens soweit als Bouillon,
die nach dem Hottingerschen Verfahren hergestellt war, verwandt ist — durch
die lysinogene Wirkung nicht geniigend erhitzten Pankreatins, das bei diesem
Verfahren bekanntlich zur Nihrbodenbereitung verwandt wird (vgl. unten die
Ausfithrungen iiber die die Lysinbildung begiinstigenden Momente und auch
S.90) oder durch ,,enzyminficierte‘ Filter.

Neben der Filtration erwies sich Otto und Munter auch die Erhitzung
(auf 60°) als ein die Lysinbildung begiinstigender Faktor; als solcher konnte
ferner noch der Zusatz von bakterienschidigenden Substanzen (anti-
bakterielles Serum?), Bakterienautolysate, chemische Stoffe usw.) ermittelt
werden.

AuBer den genannten Autoren haben dann noch eine Reihe anderer Forscher
aus Bakterien allein bakteriophage Lysine gewonnen, so dal an der Tatsache,
daB zur Gewinnung des Lysins die Mitwirkung des Organismus
nicht erforderlich ist, nicht mehr gezweifelt werden kann. Aller-
dings sind die ndheren Umstande, unter denen die Lysine in den Kulturen auf-
treten, bisher noch sehr wenig bekannt.

Wir kommen damit auf unsere obige Bemerkung zuriick, dal man von ,,Fund-
orten*“ des Bakteriophagen nicht sprechen kann, sondern nur von Momenten,
welche die Lysinbildung begiinstigen. Als solche waren auf Grund der Versuche
von Twort und Gratia die glycerinierte Lymphe, bzw. nach denen von d’Herelle
die Stuhl- und Urinfiltrate, ferner nach den Versuchen von Bordet und Ciuca,
Lisbonne, Boulet und Carrére, Pico, Wollstein u. a., die Leukocytenfer-
mente anzusehen.

Lisbonne, Boulet und Carrére benutzten zur Leukocytengewinnung einmal subcutan
injiziertes Terpentinol und punktierten die so erhaltenen aseptischen Abscesse nach 2 Tagen.

Der Bakteriophage trat erst nach der 4. Passage auf und war auch im Stuhl der Versuchstiere
(Hunde) nachweisbar. In einem 2. Versuche wurden die Leukocyten durch Injektion einer

1) Howard sowie Beckerich und Hauduroy konnten eine lytische Wirkung im
Blut bei gewissen Typhuskranken feststellen, die die beiden letzteren Autoren auf Bak-
teriophagen zuriickfithren.
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Bouillonaufschwemmung von Mellins food in die Pleurahéhle von Kaninchen gewonnen.
Auch in diesem Falle enthielt der Stuhl des Kaninchens den Bakteriophagen. Das gleiche
war in einer 3. Versuchsreihe der Fall, in welcher Meerschweinchen i. p. mit Mellins food
gespritzt wurden. Martha Wollstein hat, wie Gratia, anfinglich bei der Nachprii-
fung der Bordet-Ciucaschen Versuche negative Resultate gehabt. SchlieBlich erhielt sie
mit folgender Technik einen Erfolg: Das Exsudat wurde schon nach einmaliger intraperi-
tonealer Injektion mit steriler Capillare aus dem lebenden Tier entnommen und mit der dop-
pelten Menge steriler Bouillon von Pg 8,0 verdiinnt. Das Gemisch wurde mit Glasperlen
gut durchgeschiittelt und in Réhrchen verschlossen 3—30 Tage aufbewahrt und dann zentri-
fugiert. Die iiberstehende klare Fliissigkeit wurde nach !/,stiindiger Erhitzung auf 58°
auf lytische Eifenschaften gepriift.

Auf Grund der Versuchsergebnisse von A. Kuttner wiren ferner der PreBsaft
von Organen, nach Borchardt die Mischung von Pankreas und Darmschleimhaut-
extrakt, weiter Pankreasextrakt, dem geringe Mengen schwacher Essigséure-
l6sung hinzugegeben waren, und auch Duodenalsaft, nach Botez das Methyl-
violett!), nach Putter und Vallen die Galle, nach Pico sterilisiertes, destilliertes
Wasser, nach Pico, Bachmann und Aquino, sowie nach Combiesco?), Pan-
kreatin, Trypsin, Papain, Papayotin, nach Bachmann und Aquino bestimmte
Schlangengifte, nach Lisbonne und Carrére, Fabry die antagonistische Wir-
kung von Bakterien aufeinander als die Lysinbildung beférdernde Momente
anzusprechen. Beckerich und Hauduroy hatten bei der Reproduktion der
Versuche von Lisbonne und Carrére die Uberzeugung gewonnen, daB die
Herstellung eines Bakteriophagen durch bakteriellen Antagonismus nur méglich
ist, wenn man als einen der Antagonisten einen von vornherein lysinogenen Stamm
benutzt. Auch d’Herelle selbst hielt die Versuche von Lisbonne und Carrére
fiir nicht beweisend. Thm gelang es nicht, in Symbiosekulturen Coli-Shiga ein
»lytisches Prinzip* zu erhalten. Demgegeniiber weisen neuerdings Lisbonne
und Carrére darauf hin, daB ihnen mit einem von Beckerich und Hauduroy
als nicht lysinogen erkannten Colistamm die Gewinnung des Lysins gelungen ist.

Joetten konnte in Verfolg der Beobachtungen von Kruse und David
iiber den Bakterienzerfall bei Einsaat groBer Mengen feststellen, daB in dichten
Bouillonaufschwemmungen von Agarkulturen Lysinbildung erfolgt, wenn man
die Abschwemmungen 6 Tage bei 37° hélt (bei je einem Pseudodysenterie-,
Typhus- und Colistamm und auch bei einem Cholerastamm). In gleicher
Weise wie die Autolysine wirkte auch die kiinstliche Verdauung mit 0,1 proz.
Trypsinlésung. Bergstrand schwemmte alte Staphylokokkenkulturen mit
physiologischer Kochsalzlosung ab und filtrierte durch Berkefeldfilter. 20 Tropfen
des Filtrates zu einer frischen Bouillonkultur von Staphylokokken hinzugefiigt,
geniigten, um bei der Aussaat auf Agar zur Bildung von anomalen Kolonieformen
Veranlassung zu geben, wihrend Zusatz von Dysenterielysin diesen EinfluB nicht
hatte, wohl aber bei Colikulturen.

Jaumain hat festgestellt, daB sich stark getriibte Bouillonkulturen, z. B. von
Mikrococcus pyogenes, Prodigiosusbacillen und Vibrio Metschnikoff in luftdicht

1) Polettini gibt im Gegensatz dazu an, dal die von Botez beobachtete Bakteriolyse
mit Methylviolett ein sekundirer Vorgang ist (Desinfektionswirkung) und daB eine beliebig
fortgesetzte Ubertragbarkeit nicht besteht.

2) Nach den Versuchen von Combiesco verliert das Trypsin nach 1/,stiindiger Er-
hitzung auf 60—70° die Fahigkeit, das d’Herellesche Phinomen zu erzeugen, bleibt aber als
proteolytisches Ferment noch wirksam.
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verschlossenen Versuchsréhrchen bei 37° infolge Selbstverdauung (Autolyse)
innerhalb einiger Tage fast kldren. Auch bei luftdicht verschlossenen Kulturen
auf festen Nahrboden hat er die Erscheinung der Selbstverdauung beobachtet.
Der Bakterienrasen wurde allméahlich diinner und durchsichtiger. Die Auflésungs-
erscheinungen traten nur bei lebenden Bakterien und auf geeigneten Nihrbiden,
nicht bei Verwendung von physiologischer Kochsalzlosung auf. Sie gleichen also
zwar vollig den beim d’Herelleschen Phianomen beobachteten Erscheinungen,
liefen sich aber nicht durch Passage serienweise fortfithren.

Befunde von M. Wollstein ergaben, dafl die lytische Wirkung des bakterio-
phagen Prinzips von der Anwesenheit des Sauerstoffs unabhéngig ist; denn die
Auflésung der Kulturen wurde von ihr auch unter anaeroben Bedingungen
(Tarozzi-Bouillon) beobachtet. (Vgl. dazu S. 44.)

Weinberg und Aznar haben durch Filtration einer Shiga-Kruseaufschwem-
mung, die 30 Tage bei 37° gehalten war, ein anfangs schwach, nach 6 Passagen
stark wirksames Lysin gewonnen. Ein ahnliches Autobacteriolysin erhielten
sie durch Filtration einer Shigaaufschwemmung in physiologischer Kochsalz-
16sung nach 30 Tage langem Verweilen im Brutschrank.

Die Tatsache, dal es méglich ist, aus Bakterienkulturen allein
das bakteriophageLysinzuerzeugen,diirftejedenfallsalsgesichert
angesehen werden kénnen (vgl. Abschnitt Natur des Lysins). Der Um-
stand, dafl die Lysinbildung bei allen Kulturen derselben Art nicht gleich-
maBig leicht gelingt, bedeutet keinen ernst zu nehmenden Einwand. Denn be-
kanntlich eignen sich auch nicht alle Diphtheriebacillenstimme zur Gewinnung
eines wirksamen Diphtherietoxins.

Wie stark abhangig die Lysingewinnung iibrigens von der Kultur ist, bewiesen
uns Versuche, welche wir im Anschlu8 an die Beobachtungen, von A. von Was-
sermann, Ficker und Kojima iiber die Rolle von Aktivatoren bei der Bildung
von giftigen Spaltprodukten im Darmkanal mit kolloidalem Schwefel anstellten.
Es zeigte sich dabei, dal der Schwefel allerdings das Auftreten des bakterio-
phagen Lysins begiinstigte, jedoch nur in den Féllen, wo auch ohne Schwefel-
zusatz, und erst in spiteren Passagen, Lysinbildung auftrat. Stiamme, die
ohne Schwefel, selbst in vielen Passagen, keine Lysinbildung aufwiesen, bildeten
auch unter dem Einflul von Schwefel keins. Der Schwefel hatte also in unseren
Versuchen nur die Lysinbildung beschleunigt, ebenso wie er bei den Versuchen
der oben erwihnten Autoren die Bildung der giftigen Spaltprodukte begiinstigt
hatte.

Von d’Herelle und den Anhéngern der ,,Bakteriophagentheorie® ist gegen die
Versuche, bei denen es gelang, aus Kulturen allein Lysin zu gewinnen, angefiihrt
worden, dafl alle diese Kulturen letzten Endes aus erkrankten Organismen
stammten und da man also ,,Mischkulturen‘ von Bakterien und Bakterio-
phagen vor sich gehabt habe. Man hat sich nun bemiiht, diesen Einwand zu ent-
kriften. Wir selbst hatten iibrigens — wie bereits bemerkt — nur solche Kulturen
zu unseren Versuchen benutzt, die zuniichst so ohne weiteres kein Lysin bildeten.
Aus den Arbeiten von Kraus und Marey, sowie von Lemos Monteiro war
hervorgegangen, dafl man auch aus Milzbrandbacillen das bakteriophage Prinzip
gewinnen kann. Daraufhin hat Pico Versuche angestellt, bei denen auf Grund
der verschiedenen Hitzeresistenz von Milzbrandsporen und Bakteriophagen eine
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lysinfreie Kultur gewonnen wurde. Trotzdem die Ausgangskultur 1 Stunde bei
83—95° erhitzt wurde, konnte er unter Anlehnung an die Versuchsanordnung
von Malfitano nach wenigen Passagen ein wirksames Lysin gewinnen.

Auch diese Versuche lassen nur den Schlufl zu, daB das w1rksame Agens
lediglich ein Produkt der Bakterien ist.

Im iibrigen haben Otto und Munter auch spontane Lysinbildung bei Kul-
turen mehrfach beobachtet und in ihren Protokollen auch ein Beispiel hierfiir
angegeben. Solche Lysinbildung wird man bei den schleimig wachsenden resistenten
Keimen in der Regel erwarten diirfen (s. S. 65). Derartige Kulturen sind mehr-
fach aufgefunden worden (vgl. auch Kraus und Gomez). Um sich also gegen
Fehlerquellen zu schiitzen, ist die Beriicksichtigung dieses Umstandes bei Lysin-
versuchen auBerordentlich wichtig. Fir gewéhnlich wird das Lysin natur-
gemal nur in so kleinen Mengen auftreten, daB es leicht iibersehen werden
kann. Immerhin weist bei der Verimpfung von Kulturen das spontane Auf-
treten von ,,Flatterformen (Gildemeister, Davison u. a.) oder von ein-
zelnen , taches viérges (d’Herelle, Otto und Munter, Watanabe) auf die
Gegenwart von Lysin hin.

VI. Methodik.

A. Gewinnung des Lysins.

Um ein Lysin bzw. den sog. , Bakteriophagen‘ zu erhalten, kann man je
nach der Konsistenz des Stoffes, der auf Vorhandensein eines wirksamen Lysins
zu untersuchen ist, nach d’Herelle folgende 4 Fille unterscheiden:

1. Handelt es sich um eine sterile Fliissigkeit (’Herelle bezeichnet ein Me-
dium als ,steril”, wenn es bakteriologisch keimfrei ist, als , ultrasteril*, wenn
es auch frei von einem ultravisiblen Agens ist), z. B. Blut oder eine andere aseptisch
gewonnene Korperflissigkeit, so ist vor der Priifung mit den entsprechenden
Bakterien keine weitere Vorbehandlung notwendig.

2. Ist die Fliissigkeit klar, aber nicht steril, so filtriert man sie zunichst durch
Tonkerzen, um die Bakterien zu entfernen; d’Herelle benutzt Chamberland-
Kerzen L2 und L 3; man kann auch alle anderen Bakterienfilter verwenden
(Berkefeld-Filter, Membranfilter nach de Haen usw.). Das Lysin passiert alle
Filter, welche Eiwei3 durchlassen.

3. Ist die zu untersuchende Fliissigkeit gleichmaBig getriibt, wie z. B. bei
einer Bakterienkultur, so wird sie zweckmiBig filtriert; sie wiirde aber beim
direkten Filtrieren die Kerzen rasch unbrauchbar machen. Man soll daher die
Fliissigkeit vorher kliren, was nach d’Herelle am besten auf folgende Weise
geschieht:

Gewohnliches steriles Wasser mit Infusorienerde gemischt wird auf ein
Faltenfilter gegossen; dadurch entsteht auf dem Filter ein feinster Uberzug
von Infusorienerde, der die ganze Oberfliche bedeckt. Hierauf wird die Versuchs-
flissigkeit vorsichtig auf das Filter gegossen (der Trichter soll so groB sein, da
die Gesamtmenge der zu untersuchenden Fliissigkeit auf einmal hineingegossen
werden kann) und dann durch die Tonkerze filtriert.

4. Handelt es sich endlich um eine Suspension organischer Teilchen oder um
einen mehr oder weniger festen Stoff, so muBl das Material vorher moglichst
zerkleinert und verdiinnt werden. Dies ist z. B. bei weniger fliissigen, weichen
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oder festen Stiihlen, Mist, Organteilchen usw. notwendig. Man verreibt sorgfaltig
etwa 2—5 g in 50 ccm Bouillon und stellt die Emulsion auf 12—18 Stunden in
den Brutschrank bei 37°. Die hierbei unter bakteriellem Einflul auftretende
Zersetzung bewirkt eine geniigende Zerkleinerung, so daf hierauf nur noch die
Filtration durch Infusorienerde und Tonkerze notwendig ist.

Otto und Munter verwandten aufler der Filtration regelmaBig auch die
Erhitzung des Ausgangsmaterials auf etwa 60° C vor der Filtration. Einerseits
scheint diese auf die Bildung des Lysins einen begiinstigenden Einfluf} auszuiiben,
andrerseits werden dadurch auch die Begleitbakterien zum grofien Teil ab-
getotet. Da indessen die Twortschen Lysine, welche nach vielfacher Ansicht
mit den d’Herelleschen im Prinzip identisch sind, nur Temperaturen bis 60°
vertragen, und da Bail und Watanabe nachgewiesen haben, daf einzelne
Teilbakteriophagen eine geringe Hitzewiderstandsfihigkeit besitzen (vgl. auch
Versuchsergebnisse von de Necker.u. a. S. 53), so wird es sich aus diesem
Grunde immerhin empfehlen, bei den Versuchen, ein Lysin zu gewinnen, auch
solche mit nicht erhitztem Material vorzunehmen.

Fir die weitere Verarbeitung kommt in der Regel nur das Filtrat
in Frage.

Enthielt die Versuchslosung einen Bakteriophagen, so befindet sich dieser
im Filtrate, das dann auf seine bakterienschidigenden Eigenschaften im
Kulturversuch gepriift wird.

Die Gewinnung eines bakteriophagen Lysins ist nicht allen Nachpriifern mit gleicher
RegelmiBigkeit gelungen. Nach unseren Erfahrungen, die mit denen von d’Herelle iiber-
einstimmen, ist es zweckmaBig, die Stuhlaufschwemmungen eine Zeit lang bei Brut-
schranktemperatur aufzubewahren und dann erst zu filtrieren. Die dabei auftretende
Zersetzung des Materials durch die verschiedenen Bakterien stort nicht nur nicht, sondern
scheint nach unseren Erfahrungen die Lysingewinnung zu begiinstigen.

Bail gibt fiir die Lysingewinnung folgende Vorschrift: Eine groBere Menge Stuhl wird mit
50—100 ccm Fleischbriihe bei Zimmertemperatur 2 oder mehrere Tage lang stehen gelassen.
Sodann wird durch, ein Papierfilter, schlieBlich durch eine Berkefeldkerze filtriert. Von dem
klaren Filtrat wird in der Regel je 1 ccm zu je 2 Rohrchen mit je 2 ccm Fleischbriihe hinzu-
gesetzt. Das eine Rohrchen wird dann !/, Stunde bei 58°, das andere ebenso lange bei 90°
erhitzt, und beide mit den in Untersuchung genommenen Bakterien reichlich, aber noch nicht
deutlich triibend beimpft. Zunachst werden die Proben bei hoherer Zimmertemperatur ge-
halten, wo bei der reichlichen Einsaat in dem auf 90° erwirmten Kontrollrohrchen und
(wenn keine Bakteriophagenwirkung vorhanden ist) auch im Versuchsrohrchen in lang-
stens etwa 12 Stunden Triibung eintritt. Bei Anwesenheit von Bakteriophagen bleibt
diese aus, doch kann man erst dann einen solchen mit Sicherheit annehmen, wenn eine
Ubertragung (0,1—0,5 ccm) auf ein zweites und von dort auf ein drittes Rohrchen Klar-
bleiben der Fliissigkeit ergibt.

B. Nachweis des Lysins.

Zum Nachweis des Lysins sind verschiedene Verfahren angegeben worden.
Sie alle beruhen auf der durch das Lysin bedingten Schadigung der Bakterien.
Diese Schadigung kann sich in folgenden Erscheinungen duflern:

1. In einer volligen Vernichtung der Bakterien (maximale Schidigung);

2. in einer voriibergehenden oder dauernden Hemmung des Bakterien-

wachstums;

3. in dem Auftreten modifizierter Kolonien und Bakterienformen, und

zwar gehoren zu ersteren die , Flatterformen®, ferner kriimelig bzw.
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schleimig wachsende oder glasig werdende Kolonien; zu letzteren sind

zu rechnen:

a) die resistenten und die lysogenen Keime (oft atypische Formen —
Kokken und Keulenformen — zeigend);

b) sonst biologisch verinderte Keime (fehlende Gasbildung, grobflockige
Agglutination oder verinderte Wachstumsintensitit aufweisende Kul-
turen; gesteigerte Tierpathogenitit).

Um die Wachstumsschiadigungen der Bakterien nachzuweisen,
geniigt eine einfache bakteriologische Versuchsanordnung, bei der man das zu
prifende Material bzw. ein Filtrat aus demselben auf lebenstitige Bakterien
einwirken 1aB8t. Als Nahrsubstanz fiir die Bakterien kann man sowohl iliissige
als auch feste Néhrboden benutzen.

Zur Ziichtung der Kulturen (z. B. bei Ruhrbacillen) geniigen die gewohn-
liche Bouillon und der iibliche 2proz. Agar bzw. die gebriuchlichen Spezial-
ndhrbéden.

Da die bakteriophagen Lysine sehr hiufig gegen heterologe Bakterienarten
gerichtet sind, so mufl man dementsprechend zu den Priifungsversuchen
diejenige Bakterienart (oder Arten) wihlen, gegen welche man ein Lysin ver-
mutet. Am einfachsten ist es natiirlich, wenn man ein Filtrat auf das Vorhanden-
sein von Lysin nur gegen eine bestimmte Bakterienart zu priifen hat.
Sucht man z. B. bei einem Stuhlfiltrat nach Typhuslysin, so werden abgemessene
Mengen des Filtrates (1 Tropfen bis 1—2 ccm) in je ein Bouillonréhrchen gebracht
und in diese eine Spur Bakterien (etwa 1/,, Ose) eingesiit. Als Kontrolle dient
ein mit der gleichen Menge Bakterien allein beschicktes Réhrchen. Diese Rohr-
chen werden dann in den Brutschrank gestellt und nach 12--18 Stunden kann
man folgendes beobachten:

1. Alle Réhrchen mit Ausnahme der Kontrolle bleiben klar. In dem Filtrat
befindet sich ein hochwirksames Lysin. Streicht man von diesen Bouillonrshrchen
einen Tropfen auf Schrigagar aus, oder bringt man eine Spur der Bouillon,
nachdem man sie filtriert hat, in ein neues, mit Bakterien beimpftes Bouillon-
rohrchen, so erhdlt man meist kein Bakterienwachstum.

2. Nur die Rohrchen mit gr6Beren Mengen des zu untersuchenden Filtrates
bleiben steril. In diesen Fillen hat man es meist mit einem Lysin von mittlerer
Stéarke zu tun, das man in den klar gebliebenen Rohrchen in dhnlicher Weise
wie oben nachweisen kann.

3. Alle Rohrchen sind triibe. In diesem Falle ist in der Regel kein Lysin
gebildet. Wie wir aber spiter sehen werden, darf man aus dem Bakterien-
wachstum in der Bouillon nicht auf die Abwesenheit eines Lysins schlieBen,
vielmehr mufl man aus dem Rohrchen zunichst noch Agarausstriche anlegen,
um die Anwesenheit von Lysin auszuschliefen.

Der Nachweis eines gegen verschiedene Bakterien gerichteten Lysins geschieht
in dhnlicher Weise, nur muf man naturgemiB die betreffende Fliissigkeit
nicht gegen eine bestimmte Bakterienart, sondern gleichzeitig gegen die ganze
Reihe der in Frage kommenden Bakterienarten priifen. Fiir Massenunter-
suchungen empfiehlt d’Herelle, fiir jede Bakterienart ein Rohrchen mit
10 Tropfen Filtrat zu beséen, ein Verfahren, bei dem allerdings Bakterio-
phagen von schwacher Virulenz dem Nachweis entgehen kénnen.
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I. Nachweis in Bouillonkulturen.

Die Einsaat des Filtrats und der Bakterien geschieht in der eben angegebenen
Weise. Als Indicator kommt das véllige oder zeitweise Ausbleiben der durch
die sich vermehrenden Bakterien bedingten Tritbung in der Bouillon bzw. die
Aufhellung einer bereits vorhandenen Triibung, ferner noch das Flockenwachstum
{Agglutination) mit Satzbildung in Betracht. Es sei indessen hier nochmals
darauf hingewiesen, daBl sich in den Flissigkeiten trotz eingetretener Tritbung,
die mitunter auch durch bestimmte Salze (nicht verdffentlichte Befunde von
Otto und Munter) bedingt sein diirfte, bakteriophages Lysin finden kann,
wie dies erst die Aussaat auf Agar beweist (s. Anm. S. 28).

II. Nachweis des Lysins mittels Bakterienkulturen auf festen
Nahrboden.

1. Aussaat von Filtratbakteriengemischen (d’Herelle) auf Agar
(oder Gelatine).

Man setzt einer Bouillonkultur fallende Dosen des auf bakteriophages Lysin
zu priiffenden Filtrates hinzu und spatelt ohne oder nach vorhergehender Be-
briitung das Gemisch auf Agar aus; bei vorhandenem Lysin bleibt das Wachstum
mehr oder weniger aus, es entstehen grofle leere Stellen oder inmitten des Bak-
terienrasens ,,sterile Locher, taches viérges. Ihre Zahl richtet sich nach der
Anschauung d’Herelles nach der Zahl der im Filtrat vorhandenen ,,Bakterio-
phagen*. Wie bereits hervorgehoben ist, gelingt auf diese Weise der Nachweis
von ,,Bakteriophagen‘ selbst dann noch, wenn eine Kliarung der Bouillon aus-
geblieben ist. Bei hochwirksamem Lysin kommt es zur Aufhebung des Bakterien-
wachstums im ganzen. Man kann auch, wie dies z. B. Maitland sowie Kraus
und Gomez getan haben, eine Ose frisch in Bouillon abgeschwemmter Kultur
zusammen mit der zu priifenden Brithe sogleich auf Agarrchrchen ausstreichen.
Dieses einfache Verfahren geniigt, um an der Art des Wachstums sofort die
Wirkung des Lysins zu erkennen. Nach vergleichenden Untersuchungen von
Beckerich und Hauduroy ergab sich der Bouillonkultur gegeniiber eine ge-
ringere Empfindlichkeit der Plattenmethode bei stark, eine gréflere bei schwach
wirksamem lytischen Agens (vgl. S. 33).

Pfreimbter, Sell und Pistorius haben das d’Herellesche Verfahren in
folgender Weise modifiziert : sie setzen zu einer diinnen Bakterienaufschwemmung
eine geringe Menge des zu priifenden Filtrates hinzu und nehmen dann sofort
und in bestimmten Zeitabstinden Ausstriche auf Agar vor:

a) sofort nach Zusatz des Filtrates,

b) 3 Stunden

¢) 6 Stunden und nach der Bebriitung.

d) 24 Stunden
Ist nach dreistiindiger Bebriitung bereits kein Wachstum mehr auf den Platten
zu sehen, so liegt ein hoch wirksames Lysin vor und es empfiehlt sich, den Versuch
zu wiederholen und in kiirzeren Zeiten Plattenkulturen anzulegen. Bei ganz
geringer Wirksamkeit ist es zweckmaBig, die Beobachtung auf langer als 24 Stun-
den fortzusetzen.

Neben dem Bakterienwachstum ist das Auftreten von Flatterformen oder
sonst verinderten Kolonieformen (glasige) zu beachten, die auch auf das Vor-
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handensein von Lysin hinweisen. Hierdurch erweist sich das Agarverfahren
dem Bouillonverfahren iiberlegen ?).

Eine vielfach benutzte Methode zum Lysinnachweis ist

2. das Auftropfverfahren, das von Bordet und Ciuca, Otto, Munter
und Winkler, Bail und Watanabe, Davison benutzt und iibrigens schon
von Twort zum Nachweis seiner autolytischen Stoffe verwandt wurde. Es besteht
in dem Auftropfen von Filtrat auf frisch beimpfte Agarplatten.

Man streicht zunéchst auf Platten eine Spur derjenigen Bakterienart mittels
Platinspatel aus, gegen die man ein bakteriophages Lysin vermutet; auf die
Mitte der beimpften Stelle 14t man vor der Bebriitung einen Tropfen des zu
untersuchenden Filtrates fallen. Sodann wird die Platte bis zum néchsten Tage
bei 37° bebriitet. Der Erfolg ist verschieden, je nach der Stirke des Lysins. Bei
sehr kriftigem Lysin ist an der Stelle des Filtrattropfens keine Spur von Bak-
terienwachstum (von uns mit 4, bezeichnet) zu sehen. Das Gegenteil zeigt sich
bei vollig unwirksamen Filtraten. Hier haben sich die Bakterien an dieser Stelle
genau so stark vermehrt, wie an den nicht mit Filtrat in Beriihrung gekommenen.
(Wir bezeichnen diesen Ausfall mit ,,0°.) Teilweise Hemmung des Bakterien-
wachstums wird je nach der Stdrke (mit -5 -, -;) protokolliert.

In diesen Fillen sieht man von Bakterienrasen in gréBerem oder geringerem
Grade freigebliebene Stellen mit mehr oder weniger ausgezackten Réndern. Bei
geringen Mengen Lysin findet zwar ein zusammenhéngendes Bakterienwachstum
auf der Platte statt; in dem Bakterienrasen erkennt man aber eine Anzahl ,ste-
riler Lécher von Nadelspitz- bis iiber Nadelkopfgroe (von uns als | registriert).
Vgl. Abschnitt Taches viérges. ,

Neben den mehr oder weniger groflen bakterienfreien Flichen auf der Platte
kommt noch eine andere Art der Schiadigung des Bakterienwachstums vor. Wie
Otto und Munter, spiter auch Seiffert fanden, sieht man niamlich bei der
Untersuchung gewisser Lysine, z. B. bei Paratyphuskulturen, Platten, auf denen
zwar iiberall an den mit Virus benetzten Stellen Bakterienwachstum auftritt,
doch der Rasen sehr zart, nur hauchartig bleibt. (Wir bezeichnen derartiges
Wachstum in unseren Protokollen als 7F-.) Dieses hauchartige Wachstum kann
auch stellenweise auftreten, so dafl ,,Muldenbildung* entsteht (vgl. S. 50).

Auch Twort hat bereits beobachtet, dafl ein Tropfen seines autolytischen
Filtrates, iiber ein Agarrohrchen gegossen, das Wachstum der in das Rohrchen
geimpften Mikrokokken verhinderte. Innerhalb des entstehenden Kulturrasens
traten kleine, glasige Piinktchen auf, welche sich rasch ausdehnten. Die
Zahl der auftretenden Piinktchen war abhéingig von der Stérke der Verdiinnung.
Das glasige Material breitete sich nur auf Nahrboden aus, die mit Bakterien
beimpft waren. Auf unbeimpften Nahrboden zeigte sich kein selbstédndiges Wachs-
tum, jedoch behielt es auf letzterem seine lytische Wirksamkeit iiber 6 Monate.

1) Als Nachteile der Bouillonmethode ohne Aussaat auf Agar wiren anzufiihren:

1. bei wirksamen Lysinen kénnen in allen Rohrchen sehr bald Triibungen meist infolge
von resistenten Keimen auftreten;

2. es kommen Triibungen vor, die nicht auf Bakterienwachstum beruhen, z. B. auf
Salzausfiillungen ;

3. eine auftretende Triitbung kann durch bakterielle Verunreinigung bedingt sein;

4. es ist nicht moglich, wie aus der Art der sterilen Stellen beim Plattenverfahren,
ein Urteil iiber die Wirkungsstirke (Virulenz) des Lysins abzugeben.
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Ein 3. Verfahren ist gleichfalls schon von d’Herelle angegeben und besteht
in der Aussaat von Bakterien auf Agar nach dem Bestreichen mit
Filtrat. :

Man spatelt zuerst das zu untersuchende Filtrat oder eine Verdiinnung
desselben auf der Agaroberfliche aus und verimpft auf ihr sodann eine Spur
der betreffenden Bakterienkultur. Handelt es sich um ein bakteriophages Agens,
so bilden sich, der Stirke des Lysins entsprechend, unbewachsene Stellen oder
einzelne ,,sterile Locher .

Als letztes Verfahren sei dann das

4. Mischungsverfahren (Fiirth, Otto und Munter, Bail u. a.) an-
gefiihrt.

Man geht dabei in der Weise vor, dall man das Filtrat bzw. seine Verdiinnungen
dem fliissig gemachten und auf 50—60° erwiarmt gehaltenen Agar direkt zusetzt.
Wir nehmen meist 1 ccm Filtrat bzw. Filtratverdiinnung und 9 ccm verfliissigten
Agar (in Rohrchen). Nach dem Zusatz des Filtrats werden die Rohrchen entweder
sogleich zu Platten verarbeitet oder zunichst, um Begleitbakterien abzutéten,
1/, Stunde bei 50—60° belassen und dann erst weiterverarbeitet. Man kann
ebenso gut die Agarrohrchen selbst nach dem Zusatz des Lysins zum Erstarren
schriag legen. Unter entsprechender Abéanderung der Wirmegrade 148t sich auch
Gelatine zu dem Mischungsverfahren verwenden.

Nach dem Erstarren des Agars wird die Oberfliche mit Bakterien derjenigen
Art, gegen die man ein bakteriophages Lysin vermutet, beimpft. Ist Lysin
vorhanden, so zeigt sich dasselbe Bild, wie bei den anderen Verfahren: das Bak-
terienwachstum bleibt nach der Bebriitung bei 37° ganz aus oder aber es ent-
stehen die bekannten ,,taches viérges*“. Dieses der Methode des Autolysinnach-
weises von Eijkmann, Conradi und Kurpjuweit nachgebildete Verfahren
wurde von uns mehrfach geiibt. Unabhéngig von uns ist (nach Bail) von Fiirth
ein dhnliches Verfahren ausgearbeitet worden.

Auch Bail setzt das Lysin bzw. dessen Verdiinnung zu flissigem Agar von
etwa 50° und giefit mit dem Gemisch Platten, auf denen dann, ebenso wie oben,
die zu priifende Kultur ausgestrichen wird. Wie Bail hervorhebt, hat dieses
Verfahren den Vorteil, daB sich auf derselben Platte verschiedene Kultur-
ausstriche anlegen lassen.

Bail gibt dann noch an, dal beim Plattenverfahren auch in dem Agar die
Bakteriophagenwirkung sich zeigen 1aBt. Die zu untersuchende Fliissigkeit wird
auf etwa 3—4 ccm mit Fleischbriihe aufgefiillt, sodann erfolgt Zusatz von Bak-
terienaufschwemmung bis zur eben deutlichen Triibung und sofort Zusatz von
so viel verfliissigtem Agar von etwa 48°, daf} eine unmittelbar darauf zu gieBende
Platte eben fest wird. In dem feuchten, weichen Agar soll sich dann die Bak-
teriophagenwirkung (Entstehung groBler und kleiner Locher) sehr schén ent-
wickeln. Bei dieser Methode muf indessen der die Liysinwirkung beeintrachtigende
EinfluB von Agar und Gelatine beriicksichtigt werden (vgl. S.44).

III. Nachweis von biologischen, durch das Lysin bedingten
Bakteriendnderungen.
1. Fahndung auf ,Flatterformen* (vgl. 8.8, 63ff.). Es wurde bereits
oben erwiahnt, daB3 bei den Methoden, bei welchen eine Aussaat von Bakterien
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mit Lysin auf der Oberfliche fester Nahrbéden erfolgt, sich auch durch das
Auftreten von veriinderten Kolonietypen der Lysinnachweis erbringen laBt.
Man verfihrt in folgender Weise:

In die auf Lysin zu untersuchenden Fliissigkeiten werden die in Frage kom-
menden Bakterien hineingetan. Das Gemisch wird bei 37° gehalten und in ver-
schiedenen Zeitabstanden (3—24 Stunden) aus ihm eine Ose auf Agarplatten
ausgestrichen. Finden sich unter den angehenden Kolonien die von Gilde-
meister beschriebenen ,,Flatterformen®, so kann man nach den bisherigen Er-
fahrungen mit Sicherheit annehmen, daB die betreffende Fliissigkeit ein bak-
teriophages Lysin enthilt, selbst wenn sterile Locher fehlen. Negativer Ausfall
des Versuches ist natiirlich nicht immer beweisend fiir Abwesenheit eines ly-
tischen Agens.

Die als ,,Flatterformen erkannten Kolonien werden auf Agar und Bouilion
iiberimpft und die Kulturen bzw. deren Filtrate weiter nach den oben erwihnten
Methoden mit Bouillon verarbeitet. Es gelingt aus solchen Kolonien meist leicht,
ein Lysin zu gewinnen, wihrend die Kulturen selbst lysinresistent sein kénnen.

Man kann hiufig auch ohne Lysinzusatz bzw. Filtratverwendung spontan
in Agaroberflichenkulturen , Flatterformen‘ auftreten sehen, wie dies schon die
Beobachtungen Gildemeisters zeigen. In allen Fillen ist ihr Auftreten durch
ein bakteriophages Lysin bedingt.

2. Twortsches Phianomen. Nach den oben bereits erwihnten inter-
essanten Befunden Tworts hat sich das Verfahren etwa in folgender Weise
abzuspielen :

Aussaat des zu untersuchenden (Bakterien enthaltenden) Materials. Fahndung
auf das Erscheinen transparenter (oder sonst auffallender) Kolonien. Abimpfung
und Infizierung normaler Kolonien mit Material von transparent (glasig erschei-
nenden) Kolonien. Gewinnung des filtrierbaren Lysins usw. (s. S. 19).

3. Gelatineversuch (Doerr).

Doerr konnte an Kolikulturen demonstrieren, dafl sehr geringe Gelatine-
konzentrationen die Lyse einddimmen, etwas hohere sie verhindern, und daB
erst bei sehr starken Gelatinekonzentrationen die Réhrchen einer reinen Koli-
kultur in fliissiger, bei 37° gehaltener Gelatine gleichen. Zwischen diesen beiden
Extremen fand er einen Bereich, in welchem er als Wirkung des bakteriophagen
Lysins fehlende Gasbildung, massenhafte grobflockige Agglutination und ver-
dnderte Wachstumsintensitit nachweisen konnte (vgl. S. 60).

IV. Nachweis der Lysinwirkung im Tierversuche.

Diese Versuche diirften in der Praxis kaum zum Nachweis des Lysins heran-
gezogen werden; wir wollen sie indessen der Vollstindigkeit halber auch hier
anfiihren.

Nach d’Herelle soll eine Entgiftung (Abbau) der Bakterienendotoxine durch
den ,,Bakteriophagen‘ erfolgen (von Doerr nicht bestitigt). Fiir Kaninchen
anfangs todliche Dosen bakteriophagen Lysins seien in 8—14 Tagen nahezu
ungiftig. Weiter gibt d’Herelle an, daB8 Kaninchen, welche nur eine einzige
Injektion einer minimalen Menge von Ruhrbakteriophagen (0,25 ccm subcutan)
erhielten, in hohem Mafle gegen die Toxinwirkung (3 cem einer 24 Stunden alten
Bouillonkultur von Kruse-Shiga-Bacillen) immun werden, wihrend die Kontroll-
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kaninchen, die mit der halben Dosis Bacillenkultur infiziert wurden, nach 4 bis
7 Tagen zugrunde gingen.

Diese Immunitit stelle sich 6 Tage nach der Injektion ein und bleibe wenigstens
9 Monate bestehen. Bestdtigungen dieser Angaben liegen bisher nicht vor.

DaB indessen bei Einhaltung einer bestimmten Versuchsanordnung eine
bakteriophage Wirkung des Lysins auch in vivo nachweisbar ist, zeigten Ver-
suche von Otto und Munter.

Sie injizierten Meerschweinchen 0,01 ccm wirksamen Flexner-Lysins mit
1/, Ose Bakterienkultur i. p. Das Kontrolltier erhielt die gleiche Menge Bak-
terien ohne Lysin. Wihrend sich nun beim Kontrolltier die Bakterien vermehrten
und den Tod des Tieres innerhalb 24 Stunden herbeifiihrten, blieb das gleich-
zeitig mit Lysin behandelte Meerschweinchen am Leben. Auch Appelmans
konnte bei Kaninchen durch die gleichzeitige Injektion von bakteriophagem Lysin
und Kultur die Entwicklung von Abscessen verhindern. Auf die eine oder andere
Art 14Bt sich also auch in vivo die Lysinwirkung demonstrieren. Als Nach-
weisverfahren kommen diese Methoden aber kaum in Frage.

V. Nachweis des bakteriophagen Lysins unter dem Mikroskop.

Die bakteriophage Wirkung des Lysins kann man nach d’Herelle auch unter
dem Mikroskop verfolgen. Mischt man einstark wirkendes Lysin mit einer Emul-
sion homologer Bacillen (250 Millionen in 1 ccm), so soll man, wenn man von
Zeit zu Zeit Objekttriager - Ausstriche der bei 37° aufbewahrten Emulsion
anlegt und farbt, den Zerfall der Bakterien verfolgen koénnen (vgl. S.14). In
Klatschpriparaten von Agaroberflichen sahen wir in dsr Nahe der taches
vierges granulierte und weniger gut gefarbte Bakterien.

C. Auswertung des bakteriophagen Lysins.

Wihrend man bei den oben angegebenen Methoden im allgemeinen nicht nur
qualitativ das Lysin nachweist, sondern auch quantitativ mit einer fiir die Praxis
geniigenden Sicherheit die Dosis des Filtrates feststellt, welche gerade noch irgend-
eine Lysinwirkung erkennen lafit (wobei eine Zahlung der von d’Herelle als
Einzelkolonien angesprochenen sterilen Locher nur bei schwach wirksamer
Verdiinnung erfolgt), bemal d’Herelle die Wirkung seiner ,,Bakteriophagen‘
anfangs in der Weise, daB er eine Ose des Gemisches Lysin plus Kultur auf Schrig-
agar ausstrich, und die unbewachsenen Locher zidhlte. Appelmans bestimmte
die Menge der in einer Fliissigkeit enthaltenen ,,Bakteriophagenkeime®* mit der
in der Bakteriologie und Serologie iiblichen Verdiinnungsmethode. Die Fliissigkeit,
welche das bakteriophage Agens enthilt, wird in fallenden Reihen (1: 10 bis 1: 109)
verdiinnt und hiervon 0,1 ccm in Bouillonréhrchen mit lysablen Keimen zu-
sammengebracht. Aus dem Auftreten oder Fortbleiben der Lyse la8t sich das
Vorhandensein von Lysin demonstrieren.

Seiffert verfihrt, wenn es sich lediglich um die prinzipielle Feststellung,
ob ein Filtrat auf die eine Bakterienart reichlicher wirkt als auf die andere, oder
ob von 2 Lysinen ein und dasselbe Bakterium gleich stark beeinfluBt wird, in
folgender Weise:

Er streicht die Pipette, mit der man das Lysin dem Reagensréhrchen ent-
nommen hat, an der Wandung des Réhrchens leicht ab, um einen an der Miindung
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etwa hingenden Tropfen zu entfernen, li8t genau 0,5 ccm auf die Agarplatte
fallen, stoB3t die Pipettenmiindung auch auf dem Agar leicht auf und spatelt
dann unverziiglich die Oberfliche véllig trocken, um das ziemlich schnell in den
Agar eindringende Agens nicht in einem uniibersichtlichen, zusammenhéngenden
Komplex zu erhalten. Kleinere Mengen als 0,5 ccm lassen sich nach Seiffert
nicht genau abmessen; bei groBeren ist die Ausspatelung schwierig. DalB ein
Teil des Lysins von dem Spatel an den Rand des Agars gedringt wird und hier
an der Schalenwand abwirts flieBt, lasse sich nicht vermeiden; man miisse sich
hiiten, aus kleinen Differenzen im Resultat groBe Schliisse zu ziehen. Ob eine
Platte 400 oder 500 Locher enthilt, besage nichts; bei Differenzen von 300
bis 500 habe er die Entscheidung als fraglich offen gelassen; einen Abstand
von 50 und 500 Lochern hilt er dagegen ohne Bedenken fiir verwendbar.

Zu genauen Bestimmungen schickt er, um bei der Versuchsreihe von Appel-
mans Zufallshefunde auszuschlieflen, eine orientierende Titerfeststellung im
Plattenverfahren voraus und wihlt diejenige Verdinnung, die nicht einen ein-
zigen ,leeren Fleck* mehr ergibt und gleichzeitig die dreifache Verdiinnung
hiervon, also z. B. 1:40 000 und 1: 120 000. Von diesen werden je 3 Bouillon-
kulturen beschickt und am folgenden Tage Aussaaten davon auf Agar gemacht.
Unseres Erachtens bietet aber auch dieses Verfahren noch keine sichere Garantie
zur Ermittlung des wirklichen Titers beim Ausgangsmaterial, da durch die
neue Aussaat in Bouillon ein neues Lysin von anderer Stirke entstehen kann.
Die Hauptfehlerquellen liegen im iibrigen bei der Titration in der Nicht-
innehaltung anderer Vorsichtsmaflregeln (s. spiter).

d’Herelle bewertet, wie schon erwihnt, ein Lysin nach der Zahl der in 1 ccm
von ihm berechneten bakteriophagen Keime. Die Zdhlung nimmt er in folgender
Weise vor: Er stellt sich in geeichten Rohrchen Standard - Aufschwemmungen
von Bacillen her, die 100, 200, 250, 300 und 400 Millionen Keime in 1 cecm
enthalten. Durch Zusatz von kleinen Mengen Formol erhilt er die Dichte der
zugeschmolzenen Rohrchen konstant. Soll nun ein Filtrat auf die Zahl der
vorhandenen ,,Bakteriophagenkeime‘‘ gepriift werden, so stellt er sich zunéchst
mit frischen Schrigagarkulturen konzentrierte Bakterienaufschwemmungen her
und gibt in Bouillonréhrchen so viel Tropfen dieser Aufschwemmung, daB die
Rohrchen die gleiche Triibung haben wie das zu 250 Millionen. 10 ccm einer
solchen Bacillenaufschwemmung werden z. B. mit 0,00002 ccm einer 10 Tage
alten ,,Bakteriophagenkultur versetzt, d. h. mit einer vor 10 Tagen geldsten
Emulsion von Kruse-Shiga-Bacillen. Nach griindlichem Umschiitteln entnimmt
er mit einer Platinése 0,01 ccm Material und verreibt es gleichmiBig auf einem
Schrigagarréhrchen. Nach 18stiindiger Bebriitung bei 37° zeigt z. B. der Bak-
terienrasen 51 ,,Locher“. Die Berechnung ergibt dann:

10 ccm der Aufschwemmung enthielten 0,00002 ,,Bakteriophagenkultur®

1, ” » 0,000002 »
001 ,, ” » 0,00000002 »
Diese 0,01 ccm ergaben 51 , Locher®, die nach d’Herelles Anschauung also
51 Keimen entsprechen.

51 Keime auf 0,00000002 ccm ergeben auf 1 ccm 2550 Millionen ,,Viruskeime**.

Die Ziahlung der ,,Bakteriophagen unterscheidet sich also von der Zihlung
gewohnlicher Bakterien nur in der Weise, dafl man hier die ,,sterilen Locher
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in einem Bakterienrasen und dort die isolierten Kolonien auf einer sterilen
Flache zahlt.

Nach Beckerich und Hauduroy lassen sich stark wirksame Lysine besser
mit der Verdiinnungsmethode, schwach wirksame besser mit der Plattenmethode
auswerten. In wichtigen Fallen wird man also wohl beide anwenden.

Werthemann hat die Methode Appelmanns benutzt und vorgeschlagen
(ebenso wie man sich geeinigt hat, die H-Ionenkonzentration nicht in der
Form der Wasserstoffzahlen, sondern in Form ihrer Logarithmen auszudriicken
und bei diesen ,,Wasserstoffexponenten das selbstverstindliche Minuszeichen
fortzulassen), auch bei der Auswertung von Lysin den ,,Lysinexponenten‘
einzufithren. Hat z. B. ein Lysin den Titer 1078, so ist die Zahl 8 der Lysin-
exponent, fiir den er die Abkiirzung ey, vorschlagt. In diesem Falle miifte man
also schreiben: e8.

Auf gewisse Schwierigkeiten bei dieser Bezeichnung weist Werthemann
selbst hin. Der Lysinexponent ,,0“ wiirde nimlich bedeuten, daB die kleinste
Menge der zu titrierenden Fliissigkeit, welche noch in 9 cem Bouillon lytisch
wirkt, 1.10°cem betriagt (genau 0,9 -10°), d. h. daB die Auswertungsweise nur
in dem ersten Rohrchen ein positives Resultat liefert. Theoretisch wire dann
auch der Lysinexponent ,,1° méglich, wenn die zu priifende Fliissigkeit nur
konzentriert das d’Herellesche Phanomen gibt. Wihlt man dagegen statt der
kleinsten lytischen Menge den Verdiinnungsgrad der Ausgangsfliissigkeit als
MaBstab und bezeichnet den Grad der Dilution bei der konzentrierten Fliissigkeit
mit ,,0°, die folgende Verdiinnung 1: 10 mit 107 %, 1: 100 mit 1072 und schreibt
dann wieder die Exponenten ohne Minuszeichen, so verschieben sich die Ziffern,
wie die folgende Tabelle zeigt, in der die korrespondierenden Werte beider Be-
zeichnungen iibereinandergestellt sind:

Verdiinnungsgrade: o 1 2 3 4 5.
kl. lytische Menge: +1 0 —1 —2 —3 —4.

Zur richtigen Auswertung eines Lysins gehort schlieflich noch seine weitere Analysie-

rung und ,,Virulenz“-Bestimmung, s. S. 50 und 53.

Lysinexponenten als {

D. Steigerung der Wirksamkeit eines Lysins.

Wenn man in einem Filtrate ein schwach wirksames Lysin nachgewiesen hat,
so laBt sich der Titer des Lysins und auch die ,,Virulenz* auf verschiedene
Weise steigern!). Nach allen Erfahrungen gelingt dies am besten durch
,,Passagen‘ (vgl. auch S.38). Diese kann man einmal ausfiihren, indem man
eine serienweise Fortziichtung von Bouillon- zu Bouillonréhrchen anstellt.
Die Filtration ist dabei nicht unbedingt notwendig. Da das bakteriophage
Lysin Temperaturen bis zu 65° vertrigt (bei denen die meisten nicht sporen-
bildenden Bakterien abgetotet werden), so kann man die Filtration durch
1/,stiindiges Erhitzen auf 58—60° ersetzen, wodurch das Lysin kaum geschidigt
wird. d’Herelle zieht die wiederholte Filtration der wiederholten Erhitzung
vor. Auch wir haben von Anfang an die Bedeutung der Filtration anerkannt;
als wirksamste Anziichtungsmethode hat sich uns allerdings die Kombination
von Erhitzung und Filtration erwiesen (vgl. auch S.24).

1) Virulenz (Aktivitdt) = Wirkungsstirke s. S. 38.
Ergebnisse der Hygiene. VI, 3
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Eine andere Methode, das Lysin anzureichern, beruht darin, daB man auf
,taches vierges* fahndet, von ihrem Rande in Bouillon iberimpft oder neue
Agarkulturen ausstreicht und immer wieder von dem Rande der auftretenden
Loécher abimpft. Die Kulturen, die man so gewinnt, enthalten dann ein wirk-
sames bakteriophages Lysin, dessen Titer sich durch ,,Passagen* steigern laGt.

Ein drittes Verfahren, die Wirksamkeit zu steigern, beruht nach d’Herelle
in der sog. , Kombinationskultur®. Man ziichtet z. B. einen gegen Flexner
wirksamen, aber fiir Colibacillen unwirksamen Bakteriophagen in einem Gemisch
von Flexner- und Colibacillen. Der ,,Bakteriophage vermehrt sich dann zu-
nichst auf Kosten der Flexner-Bacillen, erlangt aber in gewissen Fillen die
Eigenschaft, auch die Colibacillen anzugreifen. Durch Reinziichtung mit Coli-
bacillen kann man diese Eigenschaft dann steigern.

Man kann auch die Steigerung in vivo vornehmen. Man spritzt z. B.
einem Meerschweinchen i.p. bakteriophages Lysin ein und gleich darauf einige
Kubikzentimeter einer Aufschwemmung der in Frage kommenden Kultur. Nach
12—18 Stunden injiziert man von neuem 10 ccm sterile Bouillon in die Bauch-
hohle und entnimmt einige Minuten spéter mittels einer Spritze Bauchhdhlen-
fliissigkeit, der man einige cem 1—29%jiger Citratlosung hinzusetzt. Nach
mehrstiindigem Verweilen bei 37° wird das Gemisch erhitzt und filtriert. So
erhélt man ein Lysin, das weit wirksamer ist als das Ausgangsmaterial (vgl.
Grundversuch von Bordet und Ciuca S. 18).

"Zum SchluB sei noch die Beobachtung Appelmans angefiihrt, daBl bei der
Ziichtung eines Lysins mit refraktar und resistent gewordenen Bakterienstimmen
in den Bouillonverdiinnungen nach Tagen und selbst nach Wochen keine Anderung
im Lysintiter mehr eintritt. Man wird daher in allen Fillen der Kultur Beachtung
schenken miissen. Steigerungen der Wirksamkeit werden nur bei Anwesenheit
von geeigneten Keimen zu erwarten sein.

E. Fehlerquellen.

Die bisher noch ungeklirte Natur des bakteriophagen Lysins verpflichtet
zu ganz besonders vorsichtigem Arbeiten. Nach zwei Richtungen hin sind
Storungen beim Arbeiten mit Lysin zu befiirchten. Erstens einmal bei der
leichten Ubertragbarkeit der Lysinwirkung durch ,,Infektion‘ der Utensilien,
und zweitens durch ungenaues Arbeiten wegen der auBerordentlich hohen Wirk-
samkeit des Lysins. Es mul} bei dem Experimentieren mit dem Bakteriophagen,
ebenso wie bei dem Arbeiten mit Bakterienkeimen, prinzipiell fiir jede Abmessung
und Ubertragung eine besondere Pipette benutzt werden. Auf die Wichtig-
keit dieser von uns von Anfang an befolgten MaBnahme haben da Costa-Cruz
sowie Doerr und Griininger hingewiesen. Es muB ferner vor jedem Versuch
eine vollstandige Sterilisierung der Apparate vorgenommen werden, und es muf}
schlieBlich, wie beim Experimentieren mit hochwertigen Toxinen, quantitativ
absolut genau mit Feinpipetten gearbeitet werden.

Auch hier mochten wir im voraus betonen, daB sich nach unseren Erfahrungen
der Titer des bakteriophagen Lysins bei jeder Passage dndern kann (vgl. S. 41
und 69ff.). Es kommt nicht allein vor, daBl die Wirkung des bakteriophagen
Lysins sich bei der Fortziichtung steigert, sondern sehr hiufig beobachtet man
auch Abschwichungen in der Wirksamkeit des Lysins, deren Ursache in erster
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Linie von der verwendeten Bakterienkultur abhingt, aber noch nicht restlos
aufgeklart ist. Die Schwankungen treten nach unseren Erfahrungen besonders
in den ersten ,,Passagen‘ auf, wihrend wir sie bei einmal in vitro linger fort-
gefiihrten, hochwirksamen Lysinen seltener beobachtet haben!). Es wird sich
also fiir quantitative Arbeiten, z. B. bei Antiserumaustitrierungen, empfehlen,
nicht mit schwachen, sondern evtl. verdiinnten, hochwirksamen Lysinen zu
arbeiten; natiirlich darf man auch in diesem Falle die nétigen Versuche zur
dauernden Kontrolle des Lysintiters nicht unterlassen.

DaB} der Einflul des Kulturmediums auf die Bildung und Fortfithrung des
Lysins von Bedeutung ist, wird spiter néher erértert werden (S.42). Da nur
die lebenstitigen Bakterien Lysin liefern bzw. fiir die Einwirkung des Lysins
zuginglich sind (vgl. 8. 37), so erklart es sich, dafl das Nihrmedium einen gewissen
EinfluBl auf die Lysinbildung hat. Storungen bei der Gewinnung eines Lysins sind
indessen nur bei Verwendung einer Bouillon von stark saurer Reaktion des Néhr-
bodens zu befiirchten, wihrend die Alkalinitdt ungefahrlich ist. Néheres s. S. 43.

Die wesentlichsten Fehler bei der Gewinnung und Priifung eines Lysins
diirften durch die benutzten Bakterienkulturen selbst verursacht werden.

Von vornherein wiirde es zu Fehlresultaten fithren, wenn man bei dem
Versuch, ein Lysin zu gewinnen, einen lysinogenen oder lysinfesten Bakterien-
stamm (s. S. 59) in die Hinde bekommt. Das gleiche gilt natiirlich auch fir die
Fortfithrung eines Lysins. Es ist aber nicht gesagt, daf alle lysoresistenten
Stamme auch zur Fortfiihrung jedes Lysins ungeeignet sein miissen. Jedenfalls
sollte man seine Kultur aber auf alle Fille vorher priifen und bei wichtigen Ver-
suchen mit mehreren Bakterientestkulturen arbeiten; allerdings kénnen auch
brauchbare Bakterienstimme spontan resistent werden.

Wie kann man nun eine bestimmte Bakterienkultur frei von Lysin (,,Bakteriophagen*)
machen, wenn die Priifung ergibt, daBl sie lysinogen ist? d’Herelle empfiehlt hierfiir den
Umstand zu benutzen, daBl der Bakteriophage sehr empfindlich gegen Sauren ist. Wenn man
eine solche ,,Mischkultur* von Bakterien 4 Bakteriophagen (im Sinne d’Herelles) mehrfach,
nacheinander auf Traubenzuckeragar ausstreicht, so wird der Nahrboden infolge des Wachs-
tums der Bakterien allmihlich sauer; nach einigen Uberimpfungen soll dann der ,,Bakterio-
phage‘* zugrunde gehen.

Als bessere Methode, den Bakteriophagen aus einer ,,Mischkultur* zu entfernen, empfiehlt
d’Herelle das von Eliava und Pozerski angegebene Verfahren. Man fithrt hierzu einige
Uberimpfungen auf Schrigagar in der Weise durch, daB jeweils die Aussaat bis oben an den
Rand des Agars gemacht wird, dort, wo der Nahrboden leicht eingetrocknet ist. Es soll dann
selbst bei Anwesenheit des ,,Bakteriophagen‘ am oberen Rande des Schragagars doch noch
ein — wenn auch geringfiigiges — Wachstum eintreten. Eine Spur einer solchen Restkolonie
bringt man wieder auf Agar; nach der Bebriitung soll es dann zwar noch einen Rasen mit
lochartigen Aussparungen geben, die Locher aber im oberen Abschnitt des Réhrchens fehlen.
Die Ubertragungen wiederholt man so lange, bis ein liickenloser Rasen entsteht. Nach d’He-
relle wird die Bakterienkultur noch schneller rein erhalten, wenn man Chinin zum Néhr-
boden hinzugibt, da dies die ,,Bakteriophagen® stérker angreift als die Bakterien. Eine
,»Heilung* resistenter Keime kann man iibrigens auch durch die Behandlung mit antilytischem
Serum erzielen (siehe S. 70).

Weiter konnen Storungen durch mangelnde Keimfreiheit des zu unter-
suchenden Filtrates bzw. Materiales eintreten. Hierbei kommen weniger Ver-

1) Nach Meuli wird bei der Reaktion zwischen bestimmten Bakteriophagenstimmen
(Coli- und Shigabakteriophagen) und den fiir dieselben empfindlichen Bakterienrassen stets
dieselbe Endkonzentration des Lysins erreicht (vgl. S.411f.).

3*
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unreinigungen mit sekundiren Keimen in Frage als vielmehr das Zuriickbleiben
von primdren, homologen Keimen. Derartige, im Filtrat restierende Keime
konnen unter gewissen Umstéinden naturgemif dazu Veranlassung geben, daB
es in der Lysinbouillon zu einem Wachstum der Keime und dadurch zu erneuter
Lysinbildung kommt. Wir haben z.B. beim Aufbewahren des filtrierten Bak-
teriophagen bei Zimmertemperatur Ansteigen des Lysintiters beobachtet und
spater feststellen kénnen, daBl das betreffende Filtrat (wahrscheinlich infolge
von Filterfehlern) nicht absolut bakterienfrei war. Allerdings ist (wie wir her-
vorheben méchten) der Nachweis, daf3 ein ,,bakteriophages Filtrat* steril ist,
durch einfache Aussaat auf Platten oftmals nicht zu erbringen; denn das Lysin
in diesen ,,Mischkulturen‘ kann das Anwachsen der Keime verhindern. Auch
Verdiinnung allein und nachfolgende Bebriitung kann aus dem gleichen Grunde
im Stich lassen, wenigstens bei zu kurzer Beobachtungszeit.

Um uns vor derartigen Stérungen zu sichern, verfahren wir in der Weise, da83
wir, auler der bakteriologischen Priifung auf Keimfreiheit, einen Tropfen des in
Frage kommenden Lysins in etwa 50 ccm sterile Bouillon bringen und den Titer
dieser Verdiinnung genau bestimmen. Sodann wird diese Bouillon 24—48 Stunden
bei 37° aufbewahrt und nochmals die bakteriophage Wirkung austitriert. War
das zu untersuchende Virus bakterienfrei, so darf keine Titersteigerung eintreten,
da sich das Lysin nur in Gegenwart von lebenstétigen Bakterien vermehren kann.
Selbst bei klarbleibender Bouillonkultur weist das Anwachsen des Titers dar-
auf hin, daB noch lebende Keime in dem Virus vorhanden waren und zur Lysin-
bildung gefiihrt haben (Otto und Munter). Es diirfte sich um lysosensible
Bakterien hierbei handeln (vgl. 8. 35). Resistente Keime, die sich in der Lysin-
bouillon auch vorfinden konnen, wiirden bei der Aussaat-auf der Platte angehen.

F. Konservierung des Lysins.

Da das bakteriophage Lysin (wie wir spéater sehen werden) gegen allerlei
Eingriffe ziemlich widerstandsfihig ist, sind besondere Vorsichtsmafregeln bei
der Aufbewahrung nicht notwendig. Man kann es in zugeschmolzenen oder
sonstwie verschlossenen (z. B. in versiegelten) Réhrchen jahrelang aufbewahren.
Manchmal beobachteten wir allerdings eine Abschwéchung bei einzelnen Réhrchen,
wihrend andere der gleichen Serie ihre volle Wirksamkeit behielten, ohne daB
sich ein Grund fiir die Abschwichung feststellen lieB. Auch in eingetrocknetem
Zustande, z.B. an Filtrierpapier (’Herelle) oder an Seidenfiden (Markuse),
bleibt das Lysin wirksam. Markuse benutzt zur Konservierung statt des fer-
tigen Lysins auch an Seidenfiden angetrocknete lysinogene Kulturen.

Sollen nach lingerer Aufbewahrung quantitative Arbeiten mit einem Lysin
vorgenommen werden, so mul} natiirlich zunéchst eine neue, genaue Austitrierung
des Wirkungswertes erfolgen, da, wie gesagt, Abschwichungen und Steigerungen
der Wirksamkeit (beim Vorhandensein sensibler Keime) eintreten konnen.

Als Trager einer festgelegten MaBeinheit kiime wohl in erster Linie nur ein mit allen Kau-
telen aufbewahrtes Standardserum in Frage (vgl. die staatliche Priifung der Heilsera, Otto
und Hetsch, Jena: Fischer 1921).

Nach Markuse (miindliche Mitteilung) enthalten die beim Eintrocknen einer Losung
von gleichen Teilen Lysin  gesattigter Kochsalzlosung — die vorher 2 Stunden bei 37°

aufbewahrt wurde — entstehenden Krystalle das Lysin, und zwar geniigt z. B. ein Krystall
von der GroBe eines Stecknadelkopfes, um eine junge Bouillonkultur (6 ccm) aufzuldsen.
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VII. Das bakteriophage Lysin und die Bakterien.

Die engen Beziehungen, welche zwischen dem Lysin und den Bakterien be-
stehen, sind aus dem bisher Gesagten deutlich ersichtlich. Wie bereits oben
(S. 23) eingehend auseinandergesetzt ist, ist die ,,Gewinnung* eines ,,Bakterio-
phagen nur mit lebenden Bakterien gelungen. Ebenso ist die serienweise
Fortfithrung der anfangs oft nur schwach wirksamen Lysine oder — um
mit d’Herelle zu sprechen — die Fortziichtung des ,,Bakteriophagen‘ nur
zusammen mit (lebenden) Bakterien moglich. Letzten Endes ist die bakterio-
phage Lyse eben eine Reaktion zwischen lebender Bakterienzelle und einem von
ibr gelieferten, abtrennbaren Korper. Wenn wir uns hier zum Studium der
interessanten Beziehungen zwischen Lysin und Bakterien zunichst mit der
,.serienweisen Fortfilhrung® beschiftigen, so werden allerdings eine Reihe von
Momenten nochmals erwidhnt werden miissen, die bereits oben (bei der Ge-
winnung des Lysins) erértert wurden.

Beide, die Gewinnung und die Fortfilhrung, hingen naturgemifB eng zu-
sammen. Das Wichtigste ist bei beiden eine geeignete Kultur, deren Be-
deutung fiir die Gewinnung eines Lysins bereits erortert wurde und wohl fiir
diese noch groBer als fiir die Fortfithrung ist. LaBt sich z.B. ein Lysin unter
gewissen Bedingungen schon aus Kulturen allein gewinnen, so werden begiin-
stigende Momente dies sehr erleichtern, und man wird Lysine an den ver-
schiedenen ,,Fundorten“ finden. Dagegen ist die Fortfihrung eines einmal
gewonnenen Lysins mit geeigneten Kulturen in der Regel leicht. Solange
dieselbe Kultur benutzt wird, konnen Stérungen dann nur dadurch entstehen,
daB3 die Kultur spontan lysinresistent und damit ungeeignet fiir die Fortziichtung
des Lysins wird. Eingehendere Untersuchungen iiber den Verlauf der Lysin-
bildung bei verschieden stark lysogenen, nichtresistenten Stimmen fehlen
bisher. Wird zur Fortfilhrung eines Lysins eine heterologe Bakterienkultur
verwendet, so gelingt diese erstere zunichst nur bei solchen Stdmmen, die fiir
das betreffende Lysin in gewissem Grade sensibel waren. Ob unter Um-
stinden auch homologe, sensible Stimme bei der Lysinfortfiihrung versagen
konnen, ist bisher noch nicht sichergestellt.

Wenn man mit anfangs nicht beeinfluBten Bakterienarten das Lysin spiter fortfithren
kann, so erhebt sich die prinzipielle Frage, ob sich ein variabler Ultramikrobe oder die Bak-
terien andern. Die Verhiltnisse, welche bei diesen ,,Umziichtungen* vorliegen, sind
noch nicht ganz durchsichtig. Experimentell festgestellt ist folgendes: Ein Lysin mit
polyvalenten Eigenschaften kann bei der Fortziichtung mit einem bestimmten Bakterien-
stamm seine polyvalenten Qualititen behalten (Maisin, d’Herelle, Otto und Munter.)
Bei der Umziichtung eines streng spezifischen Lysins kann man Anderungen der Quali-
taten beobachten, ohne dafl sie immer mit derselben GesetzmiBigkeit eintreten (d’Herelle,
Otto, Munter und Winkler) TUmgekehrt kann man Lysine prinzipiell iiberein-
stimmend machen (Seiffert, vgl S. 47). d’Herelle nimmt an, daB der Bakteriophage
gegen jede Bakterienart Virulenz annehmen kann. Da nach unseren Anschauungen das
Lysin aus Bakterieneiweillteilchen besteht, die durch Zerfall bzw. Absprengung ent-
standen sind (s.'S. 89 ff.), so wire mit dem Wechsel der Bakterienart als Substrat
auch eine Anderung des Lysins natiirlich. Ebensowenig begegnet man Schwierigkeiten,
wenn man sich die Lysinbildung als Sekretion vorstellt.

Wie bereits eingangs (S.9) bemerkt wurde, gelingt die Fortfilhrung des
Lysins bei manchen Bakterienarten nicht, trotzdem diese Bakterien in vitro die
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typische Klirung der Kulturen zeigen (S. 20) oder gar im Plattenversuch nach-
weisbare Lysine bilden (S. 45). d’Herelle berichtet, dall Eliava bei einem
gegen Staphylokokken wirksamen Bakteriophagen 4 Monate lang seine Passage-
ziichtungen fortsetzen mubBte, bis er die ,,Virulenz‘ bis zur vélligen Aufhellung
einer Bakterienemulsion von 500 Millionen Keimen (in 1 cem) steigern konnte.
d’Herelle selbst bemiihte sich mehrmals vergeblich, bei einem Bakteriophagen
gegen Streptokokken der Pferdedruse die Virulenz zu steigern. Erst nach langem
Bemiihen gelang ihm eine langsame, aber doch stetige Steigerung. Wenn in diesen
Fillen auch von ,,Steigerung‘ der Virulenz gesprochen ist (nicht von Fortfiihrung),
so ist doch klar erkenntlich, da beide Erscheinungen zusammenhingen.

Mit der Fortfiihrung eines Lysins ist ndmlich nicht nur eine quantitative
und qualitative, sondern nach d’'Herelle auch eine funktionelle
Steigerung seiner Wirksamkeit verbunden. Er beobachtete, daB frisch gewon-
nene Stublfiltrate, die anfangs keine Klarung der Bouillon, aber doch einige
,taches vierges“ beim Ausspateln ergaben, nach mehreren Passagen starke
Losung der Bouillon hervorriefen. Die Losung trat jetzt auch ein, wenn d’Herelle
das Filtrat so verdiinnte, daf es entsprechend dem Anfangsfiltrat nur noch wenige
taches vierges ergab. Die verstirkte Wirkung lag also nach seiner Ansicht nicht
in der zahlenméfBigen Vermehrung des Bakteriophagen, sondern in einer funk-
tionellen Steigerung, worauf auch eine VergréBerung der ,,Flecken* und aus-
gesparten Bakterienrasen hinwies. Eine solche Steigerung will d’Herelle nicht
nur in der Kultur durch Passage von ,,tache’ zu ,tache”, sondern auch im
Tier erzielt haben.

Wie bereits d’Herelle festgestellt hatte, tritt das Lysin nur bei Gegenwart
von lebenden, nicht von abgestorbenen Bakterien ein. Ubertriigt man Lysin
von Bouillon- zu Bouillonréhrchen ohne Zusatz von lebenden Bakterien, so
1aBt seine Wirksamkeit entsprechend seiner fortschreitenden Verdiinnung all-
méhlich nach. Die Vermehrung des Bakteriophagen ist also untrenn-
bar an die Anwesenheit lebender Bakterien gekniipft (vgl. Bail,
Bordet und Ciuca, Eliava, Otto und Munter, Doerr u. a.). Diese be-
dingen gewisse Verdnderungen in den Bildungsverhiltnissen und dem Typus
des Lysins bei jeder Passage.

Wiahrend nun Bail und Doerr u. a. besonders betonen, da8 eine Vermehrung der Bak-
terien zur Lysinbildung notwendig ist, berichtet Joetten, daB ihm die Fortfiihrung des
Lysins auch in 2 Fillen mit abgestorbenen Kulturen gelungen sei (Abtotung durch Erhitzung
auf 56° C); Voraussetzung sei, daB diese in geniigender Menge zugesetzt und nicht durch,
zu hohe Warmegrade geschédigt waren. Er bezieht sich dabei auf die Beobachtungen von
M. Wollmann, die gefunden habe, dafi diffusible Bakterienstoffe fiir Passage bzw. zur
Vermehrung ausreichend sind. Gegeniiber der groBen Zahl gegenteiliger Beobachtungen
(siehe oben) miissen allerdings erst weitere Erfahrungen iiber diesen Punkt abgewartet werden.
Es sei indessen bemerkt, daB Paolucci gleichfalls unter bestimmten Versuchsbedingungen
die Bildung unspezifischer, bactericider Substanzen mit Hilfe von Bakterienvaccinen in vivo
und in vitro beobachtet haben will. Die Substanzen waren thermolabil und ihre Gewinnung
von der Zahl der Bakterien abhingig. Auch gilt es bisher entgegen d’Herelle als sicher,
daB in gewdhnlicher Kochsalzlésung, in der Bakterien nicht gedeihen, keine Lysinbildung
eintritt. Demgegeniiber geben allerdings Kabelik, Tom48ek und Boudéek an, daB man
mit hochvirulenten Stdmmen auch Lysis in einer Kochsalzlésung ohne Nahrstoffzugaben
erzielen konne und daB sogar in 10 proz. NaCl-Losung die Bakterienauflésung stattfindet.
Auch Davison beobachtete bei richtiger H-Jonenkonzentration (pz = 8,0) in 0,8 proz.
NaCl-Losung Baktefiolyse.
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Nach Bail und Watanabe vermehren sich die ,,Bakteriophagen um so
reichlicher, je reichlicher die Vermehrung der Bakterien ist; nach d’Herelle
erfolgt die Vermehrung in einer jungen Bouillonkultur schneller als in einer
alten!). Besonders bei schwer verreibbaren Bakterien, z. B. bei Pestbacillen,
ist man nach d’Herelle bei der Fortfiihrung des Lysins auf junge Kulturen
angewiesen. Er schligt deshalb folgendes Verfahren vor: man 148t die Bakterien
nach der Einsaat in Bouillon erst kurze Zeit wachsen, bis eine geringe Triibung
eingetreten ist, und setzt erst darauf den ,,Bakteriophagen‘‘ hinzu. Alsdann ver-
diinnt man die Bouillon noch mit steriler neuer Bouillon (1:10). Die ,,Bakterio-
phagen® sollen so mdéglichst viele junge angreifbare Bakterien in der Bouillon
vorfinden. Das gleiche tritt ein, wenn man ein Lysin stark mit Bouillon verdiinnt
und in diese Verdiinnung frische Bakterien von Agarkulturen einsét (vgl. Kraus
und Gomez).

d’Herelle hat beobachtet, daB bei der Verwendung alter Bouillonkulturen
zwar Aufhellung eintritt, daB aber die Lyse nur partiell ist. Wenn er aus einer
derartig partiell gelosten Bouillonkultur aber eine Spur in eine frische Bakterien-
aufschwemmung tat, so erfolgte wiederum véllige Losung. Als Grund fir die
unvollstindige Losung gibt d’Herelle an, daB bei alten Kulturen die Zahl
der toten Keime im Verhiltnis zu den lebenden aufBlerordentlich grof ist.
So hat erz. B. in einer 14 Stunden bei 37° und 15 Tage bei Zimmer-
temperatur gehaltenen Bouillonkultur von Shiga-Bacillen insgesamt 625 Milli-
onen Keime pro Kubikzentimeter gezahlt, wihrend die Zahl der lebenden nur
21/, Millionen betrug.

d’Herelle hat ferner festgestellt, dal die Dichte der Bakterienaufschwemmung
von hohem EinfluB auf die Lysinbildung ist (vgl. auch Ellis). Er wihlte daher
zu seinen Versuchen stets eine als optimal erkannte Dichte von 250 Millionen
Keimen pro 1 cem. Variierte er den Bakteriengehalt zwischen 50, 100, 200,
250 und 500 Millionen, so erhielt er zwar in allen Féllen eine vollkommene Lyse
und ihr zeitlicher Ablauf schwankte nur in bestimmten Grenzen (41/,—8 Stunden
bei Zusatz von 0,02 ccm Lysin bzw. 141/,—18 Stunden bei Zusatz von 0,00000 1 ccm
Lysin). Dagegen sah er deutliche Storungen im Auftreten des Lysins, wenn die
Dichte der Aufschwemmung mehr als 500 Millionen Keime pro Kubikzentimeter
betrug. Auch die Menge des verwendeten Lysins iibte meist auf das Endresultat
keinen wesentlichen EinfluBl aus. Im allgemeinen brachte massenhafte Einsaat
von Lysin bei gleichbleibender Dichte der Bakterienaufschwemmung natur-
gemil schnellere Auflésung zustande, wobei ziemlich hiufig vor der Auflésung
eine starke Zusammenballung der Bakterien eintrat. Aber selbst dann, wenn
z. B. nach 6 Stunden ein Ausstrich auf Agar Keimfreiheit ergab, war damit nicht
gesagt, dall alle Bakterien vernichtet waren. Es lieB sich némlich doch
noch Bakterienwachstum erzielen. Verdiinnte er die entnommenen Proben
vor der Aussaat mit Bouillon im Verhiltnis 1:1000, so erhielt er noch
zahlreiche Kolonien, ein Beweis dafiir, daB die Bakterien zwar zusammen mit
dem stark wirksamen Lysin am Wachstum verhindert wurden, daB sie aber
doch noch lebensfihig waren. Andrerseits kann es beim Zusatz von ganz

1) Vgl. auch Davison.—Die leichtere BeeinfluBbarkeit junger Keime wiirde in Uber-
einstimmung stehen mit der bekannten Erfahrung, daB in jungen Reagensglaskulturen sich
auch gegen Chemikalien weniger resistente Keime finden.
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geringen Spuren Lysin doch unter Umstéinden zur vélligen Aufhellung der
Bouillon kommen.

Um den EinfluB von Konzentration und Wirkung zu studieren, stellte
Saldanha folgenden Versuch an, dessen Ergebnis sich mit unseren Befunden
im grofen und ganzen deckt: er brachte in dhnlicher Weise, wie dies auch schon
d’Herelle getan hat, einmal in dieselbe Menge Bakterien (250 Millionen in 1 ccm)
fallende Dosen Lysin und in einer zweiten Reihe in die gleiche Menge Lysin
fallende Dosen Bakterien (100—500 Millionen). Es ergab sich, da8 in allen Fallen
zuniichst eine Vermehrung der Bakterien eintrat, dann folgte das Verschwinden
der Bakterien, dann erneute Vermehrung; die jetzt auftretenden Keime waren
resistent. Die Menge des Lysins beeinfluBte die Vermehrung in der Weise, daB
diese bei groBen Dosen nur schwach und kurzdauernd war; der Beginn der
Lyse trat schneller ein; auch die resistenten Keime entwickelten sich schneller.
Dagegen beeinfluite die Menge der Bakterien die Vermehrungsintensitat nicht
sicher, sondern nur die Zeit, die fiir die Vermehrung notwendig war. Das
Lysin verschwand manchmal nach 1—2 Stunden; es vermehrte sich dann
schnell zum Maximum, welches im allgemeinen mit dem Beginn der Lyse
zusammenfiel. Bei 37° verminderte es sich, wenn die resistenten Keime auf-
traten. Bei groBen Dosen Lysin und kleinen Mengen Bakterien war die Ver-
mehrung eine schnellere.

Bordet und Ciuca schlossen aus dem Umstande, da8 in reichlich beimpften
Rohrchen, im Gegensatz zu solchen mit spirlicher Bakteriensaat, unter be-
stimmten Versuchsbedingungen der Bakteriophage nicht nachweisbar war, daB
das wirksame Agens kein lebendes Virus sei. Sie postulierten weiter, dal, wenn
das Agens ein chemisches Prinzip sei, so wiirde es sich wahrscheinlich nicht
regenerieren, wenn man eine starke Verdiinnung herstellt und dazu eine reich-
liche Menge lebender Colibacillen gebe; wenn dagegen die Hypothese d’Herelles
richtig sei, so wiirde sich in diesem Falle das lytische Prinzip vermehren, da es
ja zur Vermehrung in dem Gemisch sehr giinstige Erniahrungsbedingungen ent-
hielte. Thre Versuche ergaben nun, daB3 man, um die Aktivitit einer sehr starken
Verdiinnung des lytischen Prinzipes zu regenerieren, nur geringe Mengen Bacillen
einséen darf. Gab man zuviel Bakterien, so erlosch die Wirksamkeit. d’Herelle
hat seinerseits die Versuche in etwas abgeénderter Form (Aussaat auf Agar)
wiederholt. Bei Abimpfung einer dichten Kultur mit spérlichem Bakteriophagen-
zusatz trat nun auf Agar kein Wachstum ein. d’Herelle konnte also so den
Beweis fiir die Anwesenheit des Lysins erbringen, obgleich die Bouillon sich
nicht klarte. Er nimmt an, daB8 in der Bouillon ein Hemmungskérper auftritt,
der bei starker Verdiinnung nicht zur Wirkung kommt.

Seiffert, der bei #hnlichen Versuchen das gleiche Resultat gehabt hat,
gibt hierfiir folgende Erklérung: die Bakterien werden ohne jede Schwierigkeit
gel6st, doch wiirden bei der Losung nur relativ geringe Mengen des lytischen
Agens frei.

Neuerdings hat Meuli eingehendere Studien iiber die Konzentration
des lytischen Prinzips und seine Beziehungen zum Ablauf der
Bakteriophagenreaktion angestellt. Er konnte (im Gegensatz zu den
Befunden anderer Autoren iiber quantitative Schwankungen bei der Lysin-
gewinnung) zunichst feststellen, dal — von geringfiigigen Abweichungen ab-
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gesehen — bei seinem Lysin wenigstens stets dieselbe Endkonzentration des
Lysins erreicht wurde. Dieser Endtiter war von der Ausgangskonzentration
des Lysins und bis zu einem gewissen Grade von der Menge der eingesiten Bak-
terien unabhingig, dagegen war der Reaktionsverlauf von den anfinglichen
Lysinkonzentrationen bestimmt. Die beiden Extreme gestalten sich folgender-
maflen: in konzentrierter Lysinbouillon nimmt die Zahl der Bakterien vom
Augenblicke der Einsaat ab, in verdiinnter Lysinbouillon vermehren sich die
Bakterien nach einer von der Norm nicht abweichenden Inkubationsperiode
und das Lysin nimmt zu. Da der Lysintiter im ersteren Falle unverindert bleibe,
kénne der Bakterienzerfall nicht die Quelle der Lysinzunahme sein. Diese zer-
fallen erst sekunddr unter Aufhellung der betreffenden Suspension. Je stirker
die Lysinbouillon verdiinnt ist, desto ausgiebiger und anhaltender ist die Bak-
terienvermehrung, und desto mehr Zeit verstreicht, bis die Bakterienauflésung
einsetzt.

~ Bei den Untersuchungen Meulis ergab sich weiter, was den Beobachtungen
d’Herelles entspricht, daBl der Grad der Triibung einer Bouillon nicht der
Zahl der lebenden Keime entspricht.

Die Angabe d’Herelles, daB die Lysinbildung eine schubweise, in Inter-
vallen von ca. 75 Minuten vor sich gehende, ist, konnte Doerr nicht bestatigen.
Er fand vielmehr eine véllig kontinuierliche Zunahme. Indessen zeigten uns
erneute Versuche, dafl mit einem gewissen schubweisen Auftreten des Lysins
zu rechnen ist (vgl. Gratia S. 43).

Die bereits erwahnte und speziell von Bordet und Ciuca hervorgehobene
Tatsache, dafl die bloBe Anwesenheit der Bakterien zur Lysinbildung
nichtgeniigt,sondern daBauchder Ablaufder Bakterienvermehrung
hierfiir erforderlich ist, ist von mehreren Seiten bestitigt worden (vgl. dazu
S. 38). Umgekehrt ist auch das Lysin fiir die ruhende Bakterienzelle ohne
bakteriophage Wirkung.

Dementsprechend horen auch beim Zusatz von Chemikalien, welche die
Bakterienvermehrung hintanhalten, die Lysinbildung und Lysinwirkung auf
(Watanabe, Otto und Munter). So erklirt sich auch wohl der Befund von
d’Herelle, daB in einer 1 proz. Fluornatriumbouillon keine Lysinbildung eintritt,
obwohl die Bakterien so lange darin lebensfihig bleiben, daf unter normalen
Verhiltnissen die Lyse hitte eintreten kénnen. d’Herelle gibt nidmlich nicht
an, ob auch eine Vermehrung der Bakterien stattgefunden hat. Wenn er im
Gegensatz dazu in einer Glycerinbouillon so lange Lysinbildung beobachtete,
wie sich lebende Bakterien nachweisen lieBen, so ist anzunehmen, daB hier
uach eine Vermehrung stattgefunden hat. Bei Versuchen von Otto, Munter
und Winkler, welche einmal 0,lproz. Carbolbouillon und dann 0,5 proz.
Carbolbouillon priiften, trat im ersteren Falle Lysinbildung ein, wihrend in
0,5 proz. Carbolbouillon eine rasche Abnahme der Lysinbildung bis zum vélligen
Verschwinden eintrat. Der zu den Versuchen benutzte Flexner-Stamm ver-
mehrte sich eben in 0,5 proz. Carbolsiure nicht, es konnte daher auch kein
Lysin gebildet werden. Das Lysin an und fir sich war in 0,5proz. Carbol-
bouillon durchaus haltbar. Auf diesen wichtigen Unterschied zwischen Einflul
von Chemikalien auf die Lysinbildung und die Lysinwirkung hat speziell Wata-
nabe hingewiesen.
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Bordet und Ciuca hatten den Eindruck, daBl der Lyse stets ein Stadium
der Bakterienvermehrung vorausgehen miiite. Dafiir sprechen auch die Versuche
von Doerr (und Griininger). In einem ihrer Versuche gestaltete sich z. B., wih-
rend die Bouillon immer klar blieb und der Ausgangstiter des lytischen Stoffes
nach Appelmans 1:100 betrug, die Zunahme des letzteren und die Keim-
vermehrung folgendermafien:

Abgelaufene Zeit ﬁz::;:;i‘e’?v;’rg:f Keimzahl in 1 cem
0 Minuten 100 10 000
30 5 100 16000
60 v 100 20000
90 ) 100 35000
105 ' 100 45000
120 v 1000 60000
150 ’ 10000 130000
180 ' 10000000 600000
210 ' 1000000000 200000
270 .y 1000000000 20000

Aus diesen Zahlenreihen folgerte Doerr u. a., daB dem Ansteigen des Bak-
teriophagentiters eine Bakterienvermehrung vorausgeht, und daB in der letzten
Phase des stérksten Bakterienzerfalls keine wesentliche Erhohung des bakterio-
phagen Titers statthat. Man kann Doerr und Griininger jedenfalls darin zu-
stimmen, daB3 die Vermehrung der Bakterien in der Tat eine conditio sine qua
non fiir die Lysinbildung darstellt. Die Angabe d’Herelles bzw. von Maisin,
daB auch in Kochsalzlésung und in Medien, welche nur Stoffwechselprodukte
der Bakterien enthalten, eine Vermehrung eintritt, sowie die Befunde von
Joetten und von Kabelik, ToméSek und Boucek (S. 38 ff.) bediirfen noch
der Bestitigung.

Wie bereits erwihnt wurde, weisen neuere Versuche von Doerr und Berger
darauf hin, daB die Lysinbildung nicht auf dem Zerfall der Bakterien beruht,sondern
vielmehr als ein Produkt der krankhaft veranderten Mikroben an-
zusehenist. In Gela tin ekulturen zeigten sich namlich die gleichen Verdnderungen
bei den Bakterien wie in Bouillon: Verklumpungsdrang, Anomalie der Sekretion
der fiir die Bakterienspezies charakteristischen Carbohydrasen, des vererbbaren
lysinogen Vermdgens und eine verschieden stark ausgedehnte Lysinresistenz.
Dabei war aber ein Zerfall der Bakterien in Gelatinemedien nicht festzustellen,
wenigstens wuchs die Keimzahl mit zunehmender Lysinkonzentration bis zu
dem Moment, wo das Maximum der Lysinwirkung erzielt wurde, andauernd.
Die Vermehrung wurde nicht, wie in gelatinefreier Bouillon, unterbrochen, sobald
der Lysinexponent des Mediums den Wert —5 resp. —6 (s. oben) iiberschritt,
sondern hielt an, bis das Maximum (e, = 9) erreicht war, um erst dann ab-
zunehmen, aber nicht bis zur Sterilisation des Mediums. Auch in diesem letzten
Stadium blieb die Klarung aus; die Bakterien starben zwar zum Teil ab, die
eigentliche, das Transparentwerden des Mediums bedingende Auflésung wurde
aber offenbar hintangehalten. Die Gelatine verhinderte also den End-
akt der Bakteriophagenreaktion, die Cytolyse. Unter Beriicksichtigung
des Umstandes, dall die Wirkung der Gelatine sich nur auf die #uBere Fliche
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der Membranen erstrecken kann, dafl gerade Membranlisionen als Ursache der
verschiedenartigsten cytologischen Prozesse erkannt sind und endlich des Um-
standes, daf das Auftreten solcher Membranschadigungen bei der Bakteriophagen-
reaktion durch die Agglutinationsphinomene sehr wahrscheinlich gemacht werden,
kommen Doerr und Berger zu der Ansicht, daB in Medien von nicht allzu
hohem Lysingehalt sich die Bakterien vermehren, aber infolge des Lysinreizes
erkranken. Das wichtigste Symptom des pathologisch verinderten Bakterien-
stoffwechsels ist dann die Absonderung neuer Lysinmengen, wobei es gleichzeitig
zu einer progressiven Membranschiddigung kommt, welche bei entsprechender
Lysinkonzentration in der AuBenflissigkeit den Zellzerfall nach sich zieht.
Gelatine verhindert die Folgen der Membranschidigung. Sie soll vielleicht auf
einer Membranseite auch ein kolloidales Gegengewicht schaffen, und dadurch
den Austritt von Stoffen aus dem Zellinnern bremsen.

Wie wir aus allem ersehen, bestehen enge Beziehungen zwischen
dem Bakterienwachstum und der Lysinbildung. Da ersteres nun in
hohem Grade von der Temperatur abhangt, so ist es erkldrlich, daB auch die
Lysinproduktion je nach der Temperatur verschieden ist. Sie erfolgt zwar
sowohl im Eisschrank bei 8° als auch bei Brutschranktemperatur, und die
Grenzen diirften zwischen 0° und 42° liegen, entsprechend dem Wachstum
der bisher zur Lysingewinnung gepriiften Bakterien; aber es zeigte sich
z. B. bei den Versuchen von C. C. Chou (s. bei Otto und Munter), daB
die Lysinbildung zu ganz verschiedenen Zeiten einsetzt, je nachdem die
,,Bakteriophagenkulturen der Temperatur des Eisschrankes (8°), der Zimmer-
temperatur (22°) oder der Brutschranktemperatur (37°) ausgesetzt waren.
Am frithesten trat das Lysin bei 37° am spitestens bei 8° auf. Ebenso
wie die Lysinbildung wird die Wirksamkeit der Lysine durch die Temperatur
beeinflufit.

Nach Kuttner sind die Lysine am starksten wirksam bei 41-—42°. Auch
sie betont, daB fiir die Wirksamkeit die Anwesenheit junger, wachsender Kulturen
erforderlich ist.

Wenngleich die Bakterien die einzige Quelle des Lysins sind, so iibt doch
die Beschaffenheit des Kulturmediums einen indirekten EinfluB auf die
Lysinwirkung und -fortfiihrung aus. Es erfolgt nimlich die Lysinbildung nur bei
alkalischer Reaktion des Nahrmediums; in sauren Medien tritt nach d’Herelle
keine Lysinbildung ein. Gratia stellte fest, daBl bei einem gegen Coli gerich-
teten Lysin die Wirkung am stirksten bei alkalischer Reaktion (py 8—38,5),
am schwichsten bei saurer Reaktion (pyg 6,5) und méBig bei mittlerer H'-Ionen-
konzentration (pg 7,0) war. Otto und Winkler konnten indessen bestimmte
Colilysine nur bei einer H'-Ionenkonzentration von 6,5 gewinnen. Gratia stellte
ferner fest, daB in saurer, neutraler und leicht alkalischer Bouillon (6,8—7,4)
meist keine vollige Klarung der Bouillon erreicht wird, daf vielmehr Zeiten
deutlich vorherrschenden Wachstums mit solchen vorherrschender Losung wech-
selten. In stark alkalischer Bouillon (pg 8,5) wihrte dagegen die véllige Klarung
36 Stunden lang, dann trat plétzlich Tritbung auf.

Auf Traubenzuckeragar konnen bei siurebildenden Bakterien Stérungen in
der Lysinbildung auftreten. Zuckerarten, welche nicht vergiren, stéren die
Lysinbildung nicht.
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Solche Stoffe, die als Zusatz zum Niahrmedium auf das Bakterien-
wachstum keine Wirkung haben, beeinflussen auch im allgemeinen das Phi-
nomen der Lysinbildung nicht (z. B. normales Serum, Ascitesfliissigkeit Urin).
Nach d’Herelle soll Chlorcalcium die Lyse stark hemmen, Kaliumchlorat
verzogern; begiinstigt werde sie dagegen durch das Magnesiumsulfat, sowie
durch Kalium- und Natriumphosphate. Nach Mc¢ Leod und Govenlock
findet eine Vermehrung des Lysins unter Sauerstoffabschlul nicht statt.

Wenn nach dem bisher Gesagten der Nahrboden als solcher auch nicht direkt auf die
Lysinbildung und -fortfilhrung einwirkt, so tut er dies doch indirekt durch die Beein-
flussung des Bakterienwachstums. Diese kann oft von unscheinbaren Momenten abhingen,
wie folgendes Beispiel zeigt:

Seiffert benutzte zu seinen Versuchen gleichzeitig Bouillonsorten verschiedener Herkunft,
eine hellere und eine etwas braunlichere. In der braunlichen vermochten 4 bzw. 8 Tropfen
in 2 bzw. 4 Stunden eine Shigakrusebacillenaufschwemmung (1 Tropfen Bouillonkultur in
10 ccm Bouillon) nicht zu kliren, in der hellen blieb dagegen die Bouillon noch nach Zusatz
von 2 Tropfen so gut wie klar auch nach 4 Stunden. In dem lysinfreien Kontrollrshrchen
war dagegen die Triibung bei der braunlichen Bouillon viel intensiver als bei der hellen. Bei
der Aussaat auf Agar (mit derselben Ruhrkultur) ergaben beide Bouillonsorten gleichviel
,,Locher*, doch waren die auf dem Agar mit der dunkleren Bouillon viel gréBer als auf dem
Agar mit der hellen, dabei war das Bakterienwachstum auf dem dunklen Agar viel iippiger.
Es hatte also anscheinend die Vermehrung des Lysins mit der Vermehrung der Bakterien
in der dunklen Bouillon nicht Schritt gehalten, wihrend auf der Plattenkultur die Wirksamkeit
des ,,Bakteriophagen‘ um so gréfer war, je iippiger sich die Bakterien vermehrten.

Seiffert erklart diese Befunde niit einer durch das Altern erworbenen Resistenz, die nach
den gegebenen Verhiltnissen in der Bouillon besser als auf dem Agar zur Auswirkung kommt.

Eigenartige Beobachtungen machten Otto und seine Mitarbeiter!) auch bei der Nach-
priifung der Befunde von Eijkmann, Conradi und Kurpjuweit. Es zeigte sich namlich,
daB das Lysin gemischt mit der Gelatine oder Agar das Wachstum der eingesiten Bakterien
in dem Nihrboden nicht, wohl aber (in derselben Dosis) die Oberflichenkulturen beein-
fluBte. Versuche mit Faeces ergaben, daBl die Lysinwirkung in normalen Faeces zum
groBten Teil verschwindet; jedenfalls wurde das Wachstum der Bakterien gegeniiber Kon-
trollen nur im geringsten Grade behindert. Eine Erklirung fiir diese Befunde ergibt sich aus
den Befunden von Nakamura, sowie besonders von Doerr und Berger.

WieNakamura gefunden hat, bewirkt die G ela tineeine deutliche Hemmung der Bakterio-
phagenwirkung und in geringerem Grade eine Behinderung der Bakteriophagenvermehrung.

Doerr und Berger, welche die Behinderung der Bakteriophagenreaktion durch, Gelatine,
Agar-Agar und andere Kolloide niher studiert haben, konnten feststellen, daB die anta-
gonistische Wirkung der Gelatine mit der Konzentration wiachst. Zwischen gleichen
Konzentrationen (Gewichtsprozenten) von Agar und Gelatine fand sich kein erheblicher
Unterschied.

In Gelatine und Agargallerten zeigte sich die Schutzwirkung des Kolloides dadurch,
daB eingesite Keime trotz des Lysingehaltes der Gallerten zu Kolonien auswachsen, falls dieser
Lysingehalt eine bestimmte Grenze nicht iiberschreitet. Ebenso variierte in fliissigen Gela-
tinemedien die Intensitit der Schutzwirkung ebenfalls mit der Gelatinekonzentration. Am
stiarksten behinderte fliissige Gelatine den Endakt der Bakteriophagenreaktion, die Liyse.

Es ist iibrigens bemerkenswert, da auf der Oberflache lysinhaltiger Agar- und Gelatine-
platten ausgeséite Keime im Wachstum (genau dem Gehalt des Nihrbodens an Lysin ent-
sprechend) quantitativ behindert werden. Unsere Erfahrungen stimmen in dieser Hinsicht
mit denen von Fiirth iiberein (siche Bail). Da die auf der Oberfliche ausgesiten Keime
nicht véllig von der Gelatine umgeben sind, so 148t sich das verschiedenartige Verhalten
der Bakterien in und auf lysinhaltigem Nahrboden wohl mit der Anschauung von Doerr
und Berger erkliren, nach der sich die Gelatinewirkung nur auf die aduBere Fliche der
Bakterienmembran erstreckt und so die Membranlisionen, welche sie als die Ursache der
bakteriophagen Lyse ansehen, verhindert.

1) Vgl. Nachtrag.
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Im AnschluB an die Versuche von Doerr und Berger haben wir gepriift, ob eine Fort-
fithrung des Lysins in Gelatinekulturen (ohne Auflésung der Bakterien) méglich ist. Das
war in der Tat der Fall. Dagegen vermochten wir nicht die Erklirung einer anderen
Erscheinung zu finden, namlich der, daB bei verschiedenen Bakterienarten eine Fortfiihrung
des Lysins nicht gelingen will, obgleich sie anscheinend echtes bakteriophages Lysin bilden.
Solche Schwierigkeiten zeigen sich z. B. bei den Staphylokokken. Bei diesen gelang Otto
und Winkler der Nachweis eines Lysins im Plattenversuch; eine Fortfithrung war indessen
nicht moglich. Auch Bruynoghe und Maisin berichten, daB sie bei Kranken, die mit
Filtraten injiziert waren, im Staphylokokkeneiter bakteriophagenihnliche Substanzen nach-
weisen konnten, ohne daB sich diese serienweise fortziichten lieBen.

Wie bereits oben erwihnt, konnte auch Jaumain die unter bestimmten Versuchsbedin-
gungen bei verschiedenartigen Bakterien eingetretene Autolyse nicht fortfiihren. Ebenso
betont neuerdings Biirgers, dafl es ihm zwar gelungen sei, aus Rotlauf- und Milzbrand-
kulturen nach langen vergeblichen Versuchen ein auf der Platte stark wirksames Lysin zu
gewinnen, daBl sich dieses jedoch nicht weiter fortziichten lie.

VIII. Spezifitit und Einheit des Lysins.

Gewinnt man mit einem Stuhlfiltrat eines Darmkranken ein bakteriophages
Lysin, so ist dieses haufig nur gegen die Bakterienart des betreffenden Krankheits-
erregers eingestellt. Ausnahmen fand schon d’Herelle. Auch bei den aus
Bakterien (allein) gewonnenen Lysinen erfolgt die optimale Wirkung nur mit
bestimmten, meist den homologen Keimen. Diese Spezifitdt verlduft aber
nicht mit den bisherigen Gesetzen der Spezifitdt in der Bakteriologie parallel.
Zwar greifen fast regelmiBig Y-Lysine auf Flexner-Bakterien und Flexner-Lysine
auf Y-Bakterien iiber, andrerseits pflegen aber Shiga-Lysine, die spezifisch gegen
Shiga-Bakterien wirksam und gegeniiber den Pseudodysenteriebacillen unwirk-
sam sein konnen, haufig auf Typhusbacillen einzuwirken (Otto und Munter).
Bei den von Janzen und Wolff studierten Typhuslysinen zeigte sich, daf}
ihre individuellen Eigenschaften (Virulenz, Wirkungsbreite) nicht von dem als
Substrat dienenden Bakterienstamme abhéingig sind. Von 22 sensiblen Kulturen
wurden 6 von allen 4 Lysinen, mit denen die Autoren arbeiteten, beeinfluflt,
die iibrigen von 1—3 derselben.

Neben spezifisch nur gegen Flexner- und Y- oder Shiga-Kruse-Bacillen ein-
gestellten Lysinen fanden Otto und Munter z. B. haufig auch solche, welche
polyvalent auf alle Ruhrkeime, auBerdem auch auf Typhus- und Colibak-
terien bakteriophag einwirkten. Ahnliche Lysine haben auch andere Autoren
in den Hinden gehabt. Man wird bei der Annahme, daBl es sich hierbei um
,»,Mischbakteriophagen‘ im Sinne Bails handelt (s. S. 50), wohl nicht fehlgehen.
Watanabe berichtet iiber ,,Bakteriophagen® aus Colibacillen (Rind), die auch
gegen Typhus in gewissem Grade wirksam waren; Eickhoff iiber Shiga-Lysine,
die auch Strepto- und Staphylokokken lésten. Gratia fand, daB ein Lysat,
das von den resistenten (R-) Formen (s. S. 60) der Colibacillen herriihrte, kraftiger
und weniger spezifisch war als ein Lysat aus der sensiblen (S-) Form. Das
Lysin der R-Form war auch gegen Shiga-, Flexner-, Y- und Typhusbakterien
wirksam. Miessner und Baars berichten liber stammspezifische Paratyphus-
lysine. Nach Immendorf versagt das fir einige Paratyphusstimme wirksame
Lysin gegeniiber anderen. Selbst von den aus dem gleichen Tiere geziichteten
Stammen wird nur ein Teil von einem aus dem betreffenden Tiere gewonnenen
Paratyphuslysin beeinflult, ein Umstand, der die MiBerfolge bei Immuni-
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sierungsversuchen erklaren diirfte. Durch Mischen verschiedener Lysine konnte
Immendorf die Wirkungsbreite erweitern. Staphylokokkenlysine pflegen nur
Staphylokokken anzugreifen, doch kann man beobachten, dal mitunter hetero-
loge (B. Callow) oder gar entfernt stehende Bakteriengruppen angegriffen
werden, wihrend der homologe Keim, d. h. der bei dem betreffenden Kranken
gefundene, nicht beeinfluit wird. Alle diese Befunde lassen noch nichts Gesetz-
méfiges erkennen. Sie weisen aber darauf hin, daB der Charakter der Lysine,
die mit bestimmten Bakterienarten gewonnen werden, von Momenten abhingt,
die uns noch nicht geniigend bekannt sind.

Eine Sonderstellung nimmt anscheinend das Lysin des B. pyocyaneus und die
zu den bakteriophagen Lysinen zu rechnende Pyocyanase ein. Sie wirkt stets
polyvalent auf die verschiedensten Keime und bietet somit ein gutes Beispiel fiir
ein einheitliches polyvalentes Lysin. Die bakteriophage Wirkung von Pyocyaneus-
filtraten haben verschiedene Autoren nachgewiesen. Ledingham konnte mit
,,Filtraten** aus B. pyocyaneus-Kulturen auch Milzbrandbacillen und Cholera-
vibrionen zur Auflésung bringen (andere Bakterien jedoch nicht), Kraus und
Gomez Typhus-, Ruhr- und Colibacillen.

Die in biologischer Hinsicht wichtige Eigentiimlichkeit des Lysins, da8 es sich
oft nur mit bestimmten Bakterienarten!) fortfiihren 148t, macht die An-
nahme einer gewissen Spezifitit der einzelnen Lysine wahrscheinlich. Daf} das
Lysin zu den Bakterien spezifische Affinitdten hat, 1iBt sich durch Bindungs-
versuche demonstrieren. Mischt man eine Spur Lysin mit einer Aufschwemmung
von Bakterien, so tritt bei homologen, sensiblen Keimen eine Bindung ein und das
Lysin verschwindet mehr oder weniger aus der Bouillon (d’Herelle, Appelmans,
Otto und Munter u.a.). Nach einer bestimmten Zeit, die von der Entwicklung
der Kultur abhéingt, tritt es in einem bis zum Maximum sich steigernden Mafe
wieder auf. Das Lysin wird von den Keimen adsorbiert. Diese Adsorption ist eine
in gewissen Grenzen spezifische?), wie schon d’Herelle nachwies, und ist am
besten mit lebenden Bakterien, die lysinempfindlich sein miissen, zu erzielen.
Dementsprechend reifien auch lysable Keime beim Zentrifigieren mit Lysin dieses
teilweise mit herunter (A ppelmans). Wie da Costa-Cruz nachweisen konnte,
wird von einem Flexner-Lysin 1000 mal mehr durch Flexner-Bacillen gebunden
als durch Staphylokokken. Eine weniger deutliche Spezifitit ergab sich aus den
Versuchen von Seiffert. Die Adsorption, die von Janzen und Wolff auch
bei resistenten Keimen beobachtet ist, kann zum vélligen Verschwinden des Lysins
fiihren. Dies war bereits von d’Herelle beobachtet worden, der daraufhin die
Theorie aufstellte, daBl die ,,Bakteriophagen® in das Innere der Bakterien ein-
dringen. In den Versuchen von Saldanha erfolgte ein voriibergehendes Ver-
schwinden des Lysins (1—2 Stunden nach der Einsaat). Es vermehrte sich dann
schnell zum Maximum; die Vermehrung ging mit Auflésung der Bakterien
und der Aufhellung der Kulturen parallel. Auch C. C. Chou (s. Otto und

1) Wenn sich ein spezifisches Lysin mit einem Stamm der homologen Bakterienart nicht
fortfithren 148t, so handelt es sich wohl meist um einen resistenten Stamm (siehe S. 59 u. folg.).
DaB auch in einer Bakterienart verschiedene Lysintypen vorkommen, kann z. B. bei der
Colibacillengruppe nicht tiberraschen.

2) Neben dieser auf spezifischen (chemischen) Affinitaten beruhenden Bindung geht auch
eine unspezifische physikalische Absorption einher (vgl. Otto, Munter und Winkler).
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Munter) hat, von der Erfahrung ausgehend, daf3 nach dem Einsden der Bakterien
eine bestimmte Zeit vergeht, ehe sie anfangen, sich zu vermehren, und dal dem-
entsprechend auch das Wachstum nach der zur Bebriitung benutzten Temperatur
verschieden ist, feststellen kénnen, daBl die Lysinbindung und -Bildung zu ver-
schiedenen Zeiten einsetzt, je nachdem die Bakterienkulturen der Temperatur
des Eisschrankes, der Zimmertemperatur oder der Brutschranktemperatur aus-
gesetzt waren. Der Zeitpunkt des voriibergehenden Verschwindens variierte. Mit
der Abnahme der Temperatur verzogerte es sich ganz erheblich; so erfolgte die
Lysinabnahme z. B. bei 37° nach 20—40 Minuten, bei 22° nicht vor 3, bei 8° erst
nach 24—48 Stunden. Mit d’Herelle, Seiffert u. a. miissen wir also bei der Re-
aktion Lysin-Bakterien 2 Phasen scharf trennen, erstens die Phase der Bindung
des wirksamen Agens an die Bakterien und zweitens die Phase der intrabakte-
riellen Auswirkung.

Seiffert fiihrt hierzu folgende Versuche an:

1. Der auszentrifugierte und gewaschene Bodensatz einer Shigakrusekultur wurde aus-
gespaltet; dann wurde der Bodensatz andererseits 1/, Stunde bei 56° gehalten, von neuem
ausgespatelt und mit frischen Shiga-Kruse-Bacillen iiberspatelt. Die 2. Platte enthielt nur
einen Bruchteil der,,taches viérges* der ersten. Kontrollversuche ergaben, daB der Bakterio-
phage ohne Bakterien durch das Erhitzen auf 56° nicht tangiert wurde.

2. Bouillonréhrchen wurden mit der Abschwemmung einer 24 Stunden alten Shigaplatte
beimpft und mit ,,Bakteriophagen‘‘ versetzt. Die Rohrchen waren am ndchsten Tage in-
tensiv getriibt; die Plattenausspatelung ergab trotzdem viel mehr ,,leere Flecke als Rasen.
Gleich nach der Ausspatelung wurden die Rohrchen in einer 2. Versuchsreihe 1 Stunde lang
im Wasserbad bei 56° gehalten, ausgespatelt und mit Shiga-Kruse-Bacillen iiberspatelt. Es
resultierten (allerdings ziemlich zahlreiche) isolierte ,,Locher” im dichten Rasen.

Andere Autoren konnten demgegeniiber eine Abnahme des Lysins nicht fest-
stellen; tatsichlich ist sie mitunter auch nur so gering, dall sie leicht der
Beobachtung entgehen kann.

Nach Joetten sollen auch abgetdtete, lysinempfindliche Bakterien das Lysin
binden, aber eine véllige Abséttigung nur eintreten, wenn nicht zu starke Lysin-
lésungen zur Verwendung kommen und der Bakterienzusatz mehrmals wiederholt
wird.

Uber Absorption ohne erkennbaren Bakterienzerfall berichtet Seiffert.

Wichtig fiir die Frage der Spezifitit und Einheit des Bakteriophagen ist
die bereits (S. 37) erwidhnte Erscheinung, daBl es moglich ist, die Bakteriophagen
sumzuzichten®, d. h. einerseits Filtrate, die anfangs nur die Bakterienart
A beeinfluBiten, durch Fortfithrung mit B so zu modifizieren, da8 sie nun auch B
maximal 16sen und andrerseits zwei Lysate ganz verschiedener Herkunft durch
zweckentsprechende Passage so zu verdndern, dall sie prinzipiell iiberein-
stimmen.

Der von verschiedenen Seiten (s. S. 37) bestdtigten Tatsache, daB durch geeignete
Umziichtungen Spezifititsinderungen des Lysins eintreten konnen, ist von d’Herelle
besondere Bedeutung fiir seine Theorie zugelegt (vgl. S.83). Allerdings ist eine solche
Umziichtung nicht regelmiBig moglich. So erhielten Otto, Munter und Winkler
bei einem Flexner-Y-Lysin ganz verschiedene Resultate bei den gleichen Versuchen. Wih-
rend es z. B. ihnen in dem einen Falle gelang, das Flexner-Y-Lysin in ein Shiga-Typhus-Lysin
iiberzufiihren, entstand in der zweiten Untersuchungsreihe, bei der in ganz derselben Weise
die Fortziichtung mit Typhusbacillen versucht wurde, ein polyvalent auf Shiga-, Typhus-,
Flexner- und Y-Bacillen wirkendes Lysin. In einem 3. Falle gelang die Fortziichtung mit
Typhusbacillen iiberhaupt nicht. Andere Autoren scheinen gleichméBigere Ergebnisse
gehabt zu haben.
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Selbst auf entferntere Bakterienarten 148t sich ein Lysin manchmal ,,umstellen®. So gibt
d’Herelle an, daB es ihm auch gelungen sei, ein Staphylokokkenlysin durch Gewdhnung
im Reagensglase gegen Ruhrbacillen wirksam zu machen. Er sieht gerade in dieser Adaptation
der Wirkung auf verschiedene Keime einen Beweis fiir ein einheitliches Lebewesen.

Sind diese ,,Umziichtungen® auch mit einem unbelebten bakteriophagen Lysin
vereinbar ? Unseres Erachtens steht dem nichts entgegen; es kann sehr gut ein
origindres Lysin geben, das bei jeder Passage je nach dem benutzten Stamm mehr
spezifisch oder polyvalent umgebildet wird. Denn wir wissen ja aus der Immuni-
tétslehre, daB bei der Immunisierung von Tieren je nach der Vorbehandlung und
dem Bakterienstamm auch mehr oder weniger spezifische Antisera resultieren
konnen. Da nun nach unseren Anschauungen (vgl. Abschnitt Natur des Lysins)
das Bakterieneiweill die Lysine liefert, so kénnte ein Bacterium, wenn es iiber-
haupt fiir die Lysinwirkung zugénglich ist, auch verschieden gebaute Lysine liefern.

Fir die Einheit des ,,Bakteriophagen® fiihrt d’Herelle auBler dem Um-
stande, dafl ein und derselbe Bakteriophagenstamm von vornherein gewshnlich
mehrere Bakterienarten angreift (unter 200 Kruse-Shiga-Lysinen fand er nur
ein maBig virulentes, das ausschlieflich auf Shiga-Bacillen wirksam war), noch
an, dafl ein z. B. mit Shiga-Bacillen in vielen Passagen fortgeziichtetes Lysin
daneben noch gegen Typhus-Bacillen und Bact. coli wirksam bleibt, ebenso ein
gegen Staphylokokken virulenter Bakteriophagenstamm, der mit Staphylokokken
fortgeziichtet war, gegen Ruhrbacillen. Der Einheit widersprechen die Fest-
stellungen Bails, daB die (aus Stuhlfiltrat gewonnenen) ,,Bakteriophagen‘‘ in den
meisten Fillen aus einer Anzahl von ,,Teilbakteriophagen bestehen, die
an der ,,LochgroBe‘, ihrer bei homologen und heterologen Keimen wechselnden
Vermehrungsgeschwindigkeit und dem Verhalten von resistenten Bakterien
erkenntlich seien (vgl. S. 50). Wenn wir uns auch den Bailschen Folgerungen
nicht ganz anschlieBen koénnen, so lassen sich doch viele Tatsachen nicht
anders wie zumindest durch die Annahme eines komplex gebauten Lysins
erklaren (vgl. S. 49).

Was die oben erwihnten Befunde d’Herelles anbetrifft, so kann man
sie auch anders deuten; und sie sind von Gratia und Jaumain im gegen-
teiligen Sinne fiir eine Mehrheit von Bakteriophagen iibrigens verwandt
worden, ohne dafl wir auf diese Diskussion hier nidher eingehen wollen. Aus
den Untersuchungen von Bail geht hervor, daB man durch bestimmte
Methoden, wie z. B. Beobachtung der Vermehrungsgeschwindigkeit, selbst
bei polyvalent wirksam erscheinenden Lysinen die Originalquote ermitteln
kann, und es wiren daher erst die Ergebnisse von Versuchen abzuwarten,
bei denen derartig fortgefiilhrte Lysine nach diesem Verfahren genau analy-
siert waren.

Die Spezifitdt des bakteriophagen Lysins soll nach d’Herelle weiterhin in
seiner spezifischen Opsoninwirkung zum Ausdruck kommen. Eingehendere
Studien liegen nur von d’Herelle selbst vor. Danach ist die Erscheinung streng
spezifisch. d’Herelle gibt ferner an, dafl die Stérke der opsonischen Wirksam-
keit der Virulenz der ,,Bakteriophagen‘‘ gegen den in Frage kommenden Bakterien-
stamm proportional zu sein scheine.

Otto und Munter haben sich von der hohen opsonischen Wirkung des
Lysins bisher nicht eindeutig iiberzeugen kénnen (unverdffentlichte Versuche).
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SchlieBlich geht die Spezifitit der einzelnen Lysine noch aus ihrer antigenen
Wirkung hervor. Man kann spezifische Antilysine erzeugen, die im allgemeinen
auch spezifisch neutralisierend wirken. Allerdings sind die Beziehungen zwischen
den antilytischen Antikorpern und dem Lysin bzw. seinen einzelnen Fraktionen
noch nicht geniigend geklart (vgl: auch spezifische Komplementbindung im
Abschnitt Antiserum).

Zu diesem Punkte mdéchten wir hier schon bemerken, da8 die von d’Herelle angestellten
Komplementbindungsversuche uns fiir seine Ansicht nicht geniigend beweiskraftig erscheinen.
Gratia und Jaumain fanden im Gegenteil, daB die neutralisierende Wirkung antilytischer
Sera zwar spezifisch ist, wihrend dies bei der Komplementbindungsreaktion dagegen nicht zu-
trifft. Auch Otto und Winkler konnten feststellen, da3 das bakteriophage Lysin ein spezi-
fisches Antigen darstellt, aber es zeigte sich im Lysinneutralisierungsversuch nach Befunden
von Otto,Munterund Winkler, daB die Antisera in der Regel nur spezifisch gegen das homo-
loge Lysin wirken. Waren die Sera gegen verschiedene polyvalente Lysine wirksam, so wurde
in der Regel nur die jeweilige homologe Quote dieses polyvalenten bakteriophagen Lysins
neutralisiert. Uberhaupt muB man bei der Beurteilung dieser Neutrahsmrungsversuche vor-
sichtig sein; sie geben héiufig paradoxe Resultate. So kann ein Antiserum gegen ein homologes
Lysin wenig, gegen ein heterologes Lysin dagegen stark wirksam sein.

Nach den obigen Ausfiihrungen ist also die Frage nach der Einheit und
Spezifitit des bakteriophagen Lysins dahin zu beantworten, daB beide
nebeneinander bestehen. Wir mochten dies in folgender Weise erkliren (vgl. Natur
des Lysins): Das Lysin ist je nach der Bakterienart und der Zahl der Stimme,
aus denen es sich herleitet, mono- oder polyvalent. Letzten Endes aber besitzen alle
Lysine fiir die verschiedenen Bakterienarten gemeinsame Receptoren. Es gibt
also theoretisch ein einheitliches Lysin. Dieses wird aber in praxi durch die
Bakterienart, die ihm als Bildungssubstrat diente, in ein streng spezifisches
oder ein unspezifisch-polyvalent wirkendes Lysin geformt. Ein Flexner-Stamm
wird in der Regel spezifische Flexner-Lysine bilden, unter Umsténden kann
aber auch ein (besonders gebauter ?) Flexner-Stamm polyvalent wirkende Lysine
produzieren (dhnlich wie ja polyvalent wirkende antibakterielle Sera mit einem
geeigneten Stamm gewonnen werden kénnen), Pyocyaneusbacillen geben wohl
immer polyvalente Lysine.

IX. Taches viérges.

Die Wirkung schwacher oder stark verdiinnter hoch wirksamer Lysine duBert
sich in einer sehr charakteristischen Erscheinung, der Bildung von ,taches
viérges (tache = leerer Fleck; irrtiimlich in den Arbeiten vielfach tiches
geschrieben; tiche = Aufgabe). Diese ,leeren Flecke* oder ,sterilen Locher
sind umschriebene, von Bakterienwachstum freie Stellen im Bakterienrasen.
Sie sind eine neue, bisher unbekannte, fur das bakteriophage Lysin cha-
rakteristische Erscheinung.

d’Herelle hat mit ihrem Auftreten hauptsachlich die Hypothese begriindet, dal das bei
der Lyse wirksame Agens corpusculirer Natur sein miisse, weil man auf andere Weise die Ent-
stehung isolierter steriler Flecke nicht erkliaren kénne {vgl. auch Watanabe). Von verschie-
denen Seiten, so z. B. von Kabeshima, Bordet und Ciuca, Gratia sowie spiter von Ellis
ist darauf hingewiesen worden, daB die scheinbare Koloniebildung der Bakteriophagen auch
als Manifestation einer diffusiblen Substanz sowie durch die verschiedene Lysinempfindlichkeit
der Bakterien zu erkliren ist. Die Isolierung eines einzelnen Individuums durch Verdiinnung
konne auch die Isoherung eines einzelnen wirkspmen Molekiils sein, und sei kein Beweis fiir
das Vorhandensein eines Lebewesens. Wir selbst haben aus diesen taches viérges nicht einen
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Beweis fiir die Ansicht d’Herelles gezogen, sondern nehmen nur an, daB das wirksame Filtrat
in der Tat kleinste molekulare Teilchen enthalten mufl und daB sich an solchen Stellen taches
viérges entwickeln, an denen zufillig ein Bacterium gelagert ist, das sich mit einem fermen-
tativ lytisch wirkenden Bakterienteilchen beladen hat.

Dieses infizierte Bacterium wird naturgeméi Lysin bilden und so die benachbarten Keime
infizieren. Da aber #ltere Keime schwerer beeinfluBt werden als junge und die Infektion
je nach Wirksamkeit des Lysins, der Dichte der Aussaat und dem von der Temperatur
und dem Nihrboden abhingenden Wachstum der Bakterienkeime mehr oder weniger
schnell zum Stillstand kommt, so sieht man infolgedessen auf derselben Kulturoberfliche
neben gréBeren Lochern auch mittelgroBe und kleine. Es ist dabei nicht ausgeschlossen, daf
die GroBe der Locher einen gewissen MaBstab fiir die Wirksamkeit des Lysins bzw. die Viru-
lenz der Bakteriophagen abgibt (vgl. S. 51).

Die ,,taches viérges* sind zuerst von d’Herelle bei Ruhrbakterien beschrieben
worden. Sie finden sich aber auch bei den anderen Bakterien der Typhus-Coli-
Gruppe und auch bei Staphylokokken (wo sie zuerst Watanabe beobachtet
hat). DaBl die Kultur selbst fiir die Entwicklung der ,,taches” von Bedeutung
ist, zeigen die Befunde von Gratia, der noch mit starken Verdiinnungen des
Bordetschen Colilysins bei den sensiblen Formen der Colikultur ,taches
viérges‘“erzielen konnte, aber bei der resistenten Form nur, wenn er konzentriertes
Lysin auftropfen lieB. Otto und Munter sahen auch mehrfach bei Laborato-
riumskulturen die taches spontan auftreten. Sie finden sich dann aller-
dings nur ganz vereinzelt im Bakterienrasen und sind aus diesem Grunde wohl
frither iibersehen worden, zumal es héufig nur zu einer Andeutung (Muldenbil-
dung nach Seiffert) im Bakterienrasen kommt.

Bail und Watanabe haben aus der verschiedenen GréBe der taches auf
die Verschiedenheit der Bakteriophagen geschlossen, die sie als groBle, kleine
und mittlere unterscheiden. In solche ,,Teilbakteriophagen‘ konnte Bail
eine Anzahl natiirlicher Bakteriophagen zerlegen. Als ,,Elementarbakterio-
phagen® bezeichnet er jeden reinen und sténdig weiterziichtbaren Bakterio-
phagen, der durch kein Mittel weiter zerlegbar ist und ausschlieBlich sich
nur mit einem bestimmten Bacterium fortziichten 148t. Sein Verhalten ist
spezifischer als das der Gesamtbakteriophagen. Bail und Watanabe geben
an, daf3 die Teilbakteriophagen in Bouillon anscheinend keine volle Wirkung
(im Gegensatz zu den Mischbakteriophagen) zu entfalten vermégen, und daf sie
die Selbsténdigkeit der ,,kleinen‘ von den anderen Teilbakteriophagen serologisch
haben erhirten kénnen. Da iiberhaupt das quantitative wie qualitative Ver-
halten der Teilbakteriophagen eines Bakteriophagenstammes gegeniiber den
einzelnen Bakterienarten ein wesentlich anderes sein kann, z. B. sollen die gro8en
Bakteriophagen stark wirksam sein und eine Triibung der Bouillon iiberhaupt
nicht zulassenl), so fordert Bail, dafl man jeden Bakteriophagen nach dieser
Richtung hin genau analysieren soll. Zur Charakterisierung eines Bakteriophagen
sei nicht nur die Art der Beeinflussung des Bakterienwachstums in Kulturen
auf flilssigen und festen Niahrboden festzustellen, sondern auch die Wirkungs-
breite und im engen Zusammenhang damit die Vermehrungsweise genau zu er-
mitteln. Einerseits sei so erst ein tieferes Eindringen in die Art dieser Wirkung
selbst moglich, sodann werde dadurch die Frage nach der Spezifitit der Bakterien-

1) Spiter beschrieb Bail einen auf Agar gering wirksamen (kleinen) ,,Bakteriophagen®,
der in Bouillon unverhéltnismiBig stark Yvirksam war. Klarung und LochgroBe gehen
also nicht parallel.
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auflésung getroffen. Bail und Watanabe geben allerdings selbst zu, dal3 die
vollkommene Reinzucht der Elementarbakteriophagen schwer ist.

Inwieweit die Ansichten Bails zu Recht bestehen, bedarf noch der Priiffung. Uns und
anderen Autoren (z. B. Seiffert) ist die Isolierung von ,, Teilbakteriophagen nicht sicher ge-
lungen. Am aussichtsvollsten scheint noch die Isolierung des kleinen Bakteriophagen. Seifferts
Ubertragungsversuche von kleinen Lochern verliefen zwar nicht eindeutig; er erhielt auch in
den meisten Fillen Riesenflecke, aber hin und wieder gab es Passagen, in denen sich der
Durchmesser nur von 2 mm abwirts bewegte; konstant blieben aber auch diese Passagen
nicht. Die Abhangigkeit von den gewahlten Bakterien lag oft klar. Im allgemeinen hing die
GroBe der leeren Flecke mit dem Typus des kolonialen Aufbaues eng zusammen, wie denn
iiberhaupt die Intensitit, in der die Einwirkung des lytischen Agens sich geltend machte,
mit der Eigenart des Keimes zusammenhing. Auch Janzen und Wolff pflichten den An-
sichten Bails und Watanabes nicht bei. Die Ursache der Differenz der Inselgréfle diirfte
nach ihrer Ansicht in Analogie zu den Ergebnissen, die Kropveld bei Staphylokokken-
bakteriophagen gewonnen hat, in der verschiedenen Virulenz gegen die verschiedenen Stamme
liegen. DaB sie in bestimmten Nihrbodenverhéltnissen (siehe Seiffert) liegen kénnen, gibt
neuerdings auch Nakamura zu. Bail selbst muBte sich bei seinen Untersuchungen {iber-
zeugen, daB die LochgroBe doch ein recht unzureichendes Merkmal ist; er erkennt die groen
Schwierigkeiten an, welche die Ermittelung der Wirkungsbreite und der Vermehrungsweise
der Teilbakteriophagen, zu der schlieBlich sémtliche bekannten (und auch die unerforschten)
Bakterienarten herangezogen werden miiBten, bieten konnte. Seine obige Forderung wird
daher wohl in der Praxis nicht durchfiihrbar sein.

Bail fand, daB Bakterien, die gegen einen grofen Teilbakteriophagen resi-
stent sind, z. T. von einem kleinen Bakteriophagen angegriffen werden kénnen.
Bakteriophagen, gegen welche dieselben Bakterien resistent sind, sollen eng
zusammengehdren.

Uber die Bedeutung der taches viérges zur Auffindung und Anreicherung von
,,Bakteriophagen‘ ist an anderer Stelle gesprochen worden (s. S. 24 u. 33). Neben
den typischen runden Formen findet man auch streifenformige taches.

X. Verhalten des Lysins gegen physikalische und
chemische Eingriffe.

Wie wir bereits an anderer Stelle ausgefiihrt haben, passiert das bakterio-
phage Lysin Bakterienfilter?l). Dabei wird es (in Bouillonfiltraten) zum
Teil von den Filtern zuriickgehalten. Schickte Praussnitz z. B. wiederholt lysin-
haltige Fliissigkeit durch ein und dieselbe N.-Kerze ohne Reinigung der Kerze
und bestimmte die Wirksamkeit jeder Probe, so ergab sich, dal das 7. Filtrat
noch 2/;, das 8. 1/, und das 11. noch !/; so stark wie das Ausgangsfiltrat war.
Auch aus den Untersuchungen de Neckers geht hervor, dal Kolloide (be-
sonders Aluminiumhydroxyd) das bakteriophage Lysin adsorbieren. Silber-
und Kupferfeilstaub beeintrichtigte die' bakteriophage Lyse nicht, dagegen
Tierkohle (vgl. Anm. 2, S. 46).

Beziiglich der GréB8e der Lysinteilchen laBt sich aus den Beobach-
tungen d’Herelles, daB die ,,Bakteriophagen Dialysiermembranen so lange
passieren, als sie fiir EiweiB durchlissig sind, schliefen, daB sie der eines Eiweif3-
molekiils entsprechen. Nach Maisin passiert das Lysin die fiir die Abderhalden-
sche Reaktion iiblichen Dialysierhiilsen nicht, nach Wollmann aber hoch-
permeable Kollodiumséckechen. Auch Joetten gibt an, daB eine allméhliche

1) Bezgl. des Einflusses der Filtration auf die Lysinbildung siehe 8. 20.
4*
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Dialyse durch zweimal nach der Vorschrift von Wo. Ostwald mit heiem
Kollodium ausgegossene Extraktionshiilsen (Schleicher und Schiill 603)
eintrate. Nach den Untersuchungen von Prausnitz mit den de Haénschen
Membranfiltern von verschiedener Gréfe, auf die wir kurz eingehen wollen,
ist anzunehmen, daB die ,,Bakteriophagen‘“ etwa die Gr6Be von Kollargolteilchen,
also etwa 20 uu haben.

Verwandt wurden die de Haenschen Membranfilter Nr. 20, 50, 100, 200
und 400 (wobei die Zahlen die Sekundenzahl angeben, in welcher 100 ccm dest.
Wasser bei 40 cm negativem Druck durch 100 gem Filterfliche hindurchgesogen
werden). Hierbei zeigte sich nun, daf das Lysin das Filter 20 mit geringem, Nr. 50
mit erheblichem Verlust passierte, dal es durch Nr. 100 fast vollig und durch
200 und 400 restlos zuriickgehalten wurde, wie folgende Tabelle illustriert:

,» Bakteriophagenzahl‘‘ in 1 ccm.
Kontrolle (Berkefeld-Filtrat) 230000
Filtrat durch M.-Filter 20 129000
. ’s . 50 27000
» . ” 100 2500
’; ” » 200 0
. ). ” 400 0

Gegeniiber diesen Filtermembranen verhielt sich im Vergleich dazu eine Reihe der Bech-
holdschen Vergleichslosungen wie folgt:
Von 1%y, Kollargollésung (Teilchengréfe 20 pu) passierte
das Filter 50 etwa 1/y, Teil,
. » 100 etwa /540, Teil,
. » 200 etwa kaum meBbare Mengen,
» s 400 0.
1proz. Gelatinelésung passierte Nr. 100 mit geringem, 200 mit gréBerem Verlust und
ist selbst im Filtrat durch 400 noch nachweisbar. 1proz. Himoglobin passiert Filter
20—400 glatt.
Trypsin, Pepsin und Invertase aus Hefe passierte Nr. 20—200 glatt, Nr. 400 mit

geringem Verlust.

Joetten stellte Uberschichtungsversuche (entsprechend den Vorschriften
von Bechhold) an und konnte dabei feststellen, daB nach dem Uberschichten
von erstarrtem Agar in Reagensrohrchen die lytischen Stoffe nach 4 tagigem Auf-
enthalte bei Zimmertemperatur in dem Agar bis in die unteren Agarschichten
hineindiffundiert waren. Die Agardiffusion war noch deutlicher erkenntlich
beim Auftropfenlassen auf (verfliissigten, vor und nach dem Erstarren beimpften)
Agar. Allerdings kam Prausnitz bei seinen Versuchen zu entgegengesetzten
Resultaten. Die Beobachtungen beider Autoren diirften zutreffend sein. Daf
unter dem Einfluf des Lysins (wie J oetten fand), innerhalb der Agarplatte das
Bakterienwachstum fast voéllig ausbleibt, steht zwar im Gegensatz zu den
Ergebnissen anderer Autoren (s. Kapitel Natur des Lysins; Bail, Doerr u. a.).
Dagegen -diirfte die Angabe Joettens, dafl das Lysin auch durch Agar filtriert
(vgl. die dlteren Beobachtungen Eijkmanns iiber wachstumshemmende Stoffe),
im Prinzip doch zutreffen; nur pflegt im Agar das Lysin die Bakterien nicht
anzugreifen. So erklirt sich die Beobachtung von Prausnitz.

Durch starkes Zentrifugieren lassen sich die wirksamen Teilchen im
Lysat nicht sicher herausschleudern. d’Herelle hat zwar angegeben, daB
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sich der ,,Bakteriophage* als belebtes Agens im Gegensatz zu gelosten Stoffen
allméhlich sedimentiere und sich durch Zentrifugieren, wenn auch nur teil-
weise, im Bodensatz sammeln lasse. Er zentrifugierte z. B. 25 ccm bakterio-
phage Bouillon im Jouanschen Apparat 30 Minuten lang bei 12000 Um-
drehungen. Die von ihm vorgenommene Bestimmung der Bakteriophagenzahl

ergab:
vor dem Zentrifugieren. . . . . . . . . 1750 Millionen in 1 cem
nach dem Zentrifugieren an der Oberfliche 50 ' L,
nach dem Zentrifugieren am Boden . . . 3700 ’ , 1,

Appelmans konnte dagegen keinen Unterschied in der Wirksamkeit des Boden-
satzes eines Lysins und der iiberstehenden Fliissigkeit nach 1stiindigem Zentri-
fugieren bei 8000 Touren feststellen. Auch Joetten hat Lysine stundenlang
in einer Zentrifuge mit hochster Tourenzahl zentrifugiert, ohne daf es ihm gelang,
nennenswerte Unterschiede in der Wirksamkeit der Flissigkeiten von der Ober-
flache, der Mitte und dem Boden der Flisssigkeitssiule feststellen zu konnen.
An anderer Stelle wurde bereits erwihnt, da8, falls man hingegen bakteriophagen-
haltige Fliissigkeit zusammen mit lysablen Keimen zentrifugiert, diese einen Teil
des wirksamen Prinzipes zu Boden reilen (vgl. S.46).

Das Lysin ist ziemlich widerstandsfihig gegen physikalische Einfliisse.
In verschlossenen Rohrchen aufbewahrt, blieben Filtrate (mit und ohne Kulturen),
auch lysinhaltige Faeces, jahrelang wirksam (d’Herelle, Kabeshima, Appel-
mans, Otto und Munter, Doerr u. a.). Man kann es bei Zimmertemperatur
verdunsten lassen (d’Herelle), im Faust- Heimschen Apparat einengen
(Rimpau), an FlieBpapier) (d’Herelle) oder an Seidenfiden (Markuse) ein-
trocknen lassen, ohne daB es seine Wirksamkeit verliert.

Im Capillarsteigversuch hielt das Lysin mit der Flissigkeit Schritt, gleichviel,
welche Nummer das Filtrierpapier trug (Seiffert).

Nach den urspriinglichen Angaben von d’Herelle sollte das Lysin durch
Erwarmen auf 65° vernichtet werden. Spéatere Untersuchungen haben indessen
gezeigt, daB es eine gleichméfBige Temperatur fiir die Vernichtung der lytischen
Wirkung nicht gibt. Kabeshima fand als Grenze 70—75°. Nach de Necker
sind Temperaturen bis 48° unschidlich; Erhitzung auf 48—60° vermindert die
Kraft des Bakteriophagen; tiber 60° nimmt sie schnell ab, um bei 70° véllig
zu erléschen. Zur Isolierung eines schwachen Bakteriophagen sei daher die
Filtration die Methode der Wahl. A. Kuttner fand bei ihren Typhuslysinen
als Grenze der ertragenen Hitze bei 30 Minuten dauernder Einwirkung 75°.

Die im einzelnen sich widersprechenden Befunde beruhen z. T. vielleicht auf
der Nichtbeachtung der H-Ionenkonzentration und der Zusammensetzung der
Bouillon. Aber auch die unter gleichen Versuchsbedingungen von Otto, Munter
und Winkler angestellten Versuche zeigen, dafl die einzelnen von ihnen
gepriiften Lysine sich hinsichtlich ihrer Hitzewiderstands-
fahigkeit ganz verschieden verhielten, und daBl sogar der ein-
zelne ,Bakteriophage” nach Erhitzen auf 68° z. B. auf Y- und
Flexner-Bacillen noch maximal wirkte, wahrend er gegeniiber
Shiga- und Typhusbacillen v6llig unwirksam geworden war.

1) Seiffert gibt allerdings an, dafl das Lysin an Filterpapier, im Vakuum angetrocknet,
seine volle Wirksamkeit nicht allzulange behalte.
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Die nachfolgende Tabelle zeigt die Ergebnisse, welche sich in 3 Versuchen
bei 3 polyvalent und 3 monovalent wirksamen Lysinen ergaben. Neben ver-
haltnismaBig "zvem‘g hitzewiderstandsfdhigen Lysinen sehen wir auch solche,
die ziemlich hitzeresistent sind.

Lysin gepriift Vers. | Vers. | Vers.
Art gegen 1 2 3 Bemerkungen
Shiga-Bac. | 58 | 68 | 65 Resistenz schwankt zwischen 58—68°
vp | Bl . |75 72| 72 , ” b, 72750
Y-, (e8| 75| 72 » ” » 68750
Typh.- ,, | — | 68 | 68 ,»» in beiden Versuchen 68°
Shiga-Bac. | 0 | 0 | — | 0 = keine Lysinwirkung auf Kruse-Shiga-Bacillen
Fl- , |68]|68| — . -
Lys. 2. Y. " les |68 | — in allen Versuchen 68
Typh.- ,, 0| 0| — | 0= keine Lysinwirkung auf Typhus-Bacillen
Shiga-Bac. | 72 | 58 | 68 Resistenz schwankt zwischen 58—72°
Top | Fl- . |65 68|72 - ” » 65720
VPl y- |65 6868 ., » . 6568
Typh.- ,, 68 | 65 | 68 ” » ” 65—68°
Shiga-Bac. | 0 | 0 | 0 | 0 = keine Lysinwirkung auf Kruse-Shiga-Bacillen
FL 23 FL- ’ 72 168 | 75 Resistenz schwankt zwischen 68—75°
e Y-, » 68 | 68 | 72 » » » 68—72°0
Typh.- ,, 0| 0! O |0 = keine Lysinwirkung auf Typhus-Bacillen
Shiga-Bac. | 72 | 72 | 75 Resistenz schwankt zwischen 72—75°
shop | Flo . 687275 - " . 68750
T Y- » 72 | 72 | 75 s » » 72—175°
Typh.- ,, 72 | 75 | 75 ’ » ’ 72—175°
Shiga-Bac. | 0 | O | O |0 = keine Lysinwirkung auf Kruse-Shiga-Bacillen
Y 61 Fl.- ’ 72 | 72 | 75 Resistenz schwankt zwischen 72—750
: Y- ’s 68 | 68 | 72 » . s 68—720
Typh.- ,, 0| 0| 0|0 = keine Lysinwirkung auf Typhus-Bacillen

Im vorstehenden Protokoll geben die angefiihrten Zahlen die hochste Tem-
peratur an, bei denen in dem betreffenden Versuch noch bakteriophage Wirkung
nachweisbar war (das Zeichen — bedeutet: nicht gepriift).

Es zeigten sich also hierbei zunichst die erwidhnten Unterschiede bei den-
selben Lysinen und bei den einzelnen Lysinen in den verschiedenen Ver-
suchen. Man hat entschieden den Eindruck, daB sowohl bei den einseitig auf
Flexner-Y-Bacillen wirkenden Lysinen als auch bei den polyvalent auf Ruhr-
und Typhusbacillen wirksamen Lysinen die Quote, welche die Flexner- Y-Bacillen
beeinfluBlt, ziemlich gleichméBig empfindlich gegen Erhitzung ist: 68—72°
geniligt, um sie zu vernichten. Dagegen schwanken die Resultate, welche bei
den polyvalent wirksamen Lysinen gegen die Typhus- und Shiga-Stimme ge-
wonnen wurden, sowohl in den einzelnen Versuchen als auch bei Durchschnitts-
werten. Es scheint geboten, mit den einzelnen Lysinen noch weitere Versuche
anzustellen, wobei méglichst die gleichen Kulturen zur Priifung verwandt werden
sollten. Auch ist es unbedingt erwiinscht, zunichst zu versuchen, ob es in der Tat
gelingt, ,, Elementarbakteriophagen bei den einzelnen Lysinen zu gewinnen, und
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ob diesen eine ganz bestimmte Hitzewiderstandsfiahigkeit zukommt (vgl. S. 50).
Die von uns schon bei polyvalent wirkenden Dysenterie-Typhus-Lysinen fest-
gestellte verschiedene Hitzeresistenz erklart natiirlich auch die bei polyvalent auf
entfernte Bakterienarten wirkenden Lysinen deutlich hervortretende Differenz
der Hitzeresistenz der einzelnen Lysinquoten. So berichteten Gratia und
Jaumain, daB bei einem gleichen Gemisch von staphylolytischem und colily-
tischem Agens die Wirkung auf Staphylokokken bei 61—62° verlorenging, wihrend
sie fiir Coli bis tiber 65° erhalten blieb. Die Warmeempfindlichkeit des Lysins
hing iibrigens bei den Staphylokokken nicht nur von der Temperatur, sondern
auch von dem Bakterienstamm ab. Der Befund fiir Staphylokokkenlysine ndhert
sich dem des Lysins von Twort, der als Wirkungsgrenze fiir das von ihm auf-
gefundene autolytische Prinzip 60° angab.

Immendorf beschiftigte sich mit der Frage der Hitzebestindigkeit ver-
schiedener Paratyphuslysate (aus Darminhalt und Herzblut parathyphus- und
pestkranker Schweine gewonnen) sowie mit ihrer Einwirkung auf eine Reihe
von Schweine-Paratyphusstimmen, welche aus verschiedenen Organen des
gleichen oder eines anderen Schweines geziichtet und vorher kulturell, morpho-
logisch, biochemisch und agglutinatorisch untersucht waren. Nach seinen Unter-
suchungen?) sind die Paratyphuslysate unter sich nach ihrer Hitzebestdndigkeit
(sowie Stérke und Richtung ihrer Wirksamkeit) verschieden. Wahrend ein Filtrat
bei 85° nach 30 Minuten, ein anderes bei 95° nach 60 Minuten, ein drittes
bei 101° nach 30 Minuten vernichtet wurde, wurde ein viertes Filtrat, das
vorher 1/,stiindiges Erhitzen auf 100° im Dampftopf ohne Schiddigung ver-
tragen hatte, erst nach Erhitzen im Autoklaven bei 123° abgetétet (eine fir die
Sterilisation der Filter wichtige Tatsache).

d’Herelle und Pozerski ist es schon aufgefallen, daBl in den Kulturen,
die mit erhitzten Bakteriophagen angesetzt waren, nach anfangs negativem
Befunde spiter doch noch wieder Lysinbildung eintrat. Je nach der Stirke
der Abschwichung waren 2—3 oder mehr Passagen notwendig, um die ,,Bak-
teriophagen wiederzugewinnen. Otto und Munter haben die gleiche Er-
scheinung (unabhingig von d’Herelle) beobachtet. So sahen sie z. B., daB ein
hochwirksames Flexner-Lysin nach 1lstiindiger Erhitzung auf 80° im Platten-
verfahren zunichst vollig unwirksam geworden war. Nach 4 Passagen liefl sich
jedoch wiederum maximale Lysinwirkung in den Filtraten feststellen. Aus
diesen Befunden ergab sich, daB die Wirkung auf der Platte und
Fortfilhrbarkeit voneinander unabhingig sind. Wir haben
daraus geschlossen, daB es sich bei dem Lysin um kein Lebewesen
handelt. Denn dann wire das Wiederauftreten des Lysins schwer zu ver-
stehen, wahrend es andrerseits wohl bekannt ist, dafl sich gewisse inaktivierte
Fermente aktivieren lassen (vgl. auch S.90). Gleichzeitig méchten wir an
dieser Stelle gleich darauf hinweisen, daf wir d&hnlich wie durch Erhitzen auch
bei der Herstellung von Lysinverdiinnungen unterschwellige Werte angetroffen
haben, die an sich keine bakteriophage Wirkung mehr erkennen lassen, wohl
aber nach ein bis mehreren Passagen, entsprechend ihrem Verdiinnungsgrad,
lysinogen wirkten.

1) Mitteilung von Prof. MieBner, Hannover.
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Nach Appelmans zerstorte 10 Minuten lange Bestrahlung mit ultra-
violettem Licht das Lysin; Gildemeister fand keinen Unterschied in der
Wirkung auf das Lysin im Vergleich zu Bakterien in Bouillon.

Die Einwirkung von Chemikalien auf die Lysine ist schon von d’Herelle
und seinen Mitarbeitern sowie Kabeshima gepriift worden und ergab die
Schadigung des Bakteriophagen durch Séuren und Alkalien, aber seine relativ
hohe Widerstandsfihigkeit gegen 1/, promill. Sublimatlosung, 1 proz. Kupfervitriol
und 1proz. Phenol. Die Bakterienauflosung erfolgte auch in Gegenwart von
Chloroform und Fluornatrium. Auf den Umstand, dal das Lysin gegen Chinin-
priparate wenig widerstandsfahig ist, hat d’Herelle besonders hingewiesen und
aus dem Verhalten des Lysins gegeniiber diesen Stoffen, die man als Mittel gegen
Protozoen ansieht, Schliisse auf seine Natur gezogen.

Chininum hydrochl. und bihydrochl. rief bei einer Konzentration von 0,5%, keine Schadi-
gung hervor, dagegen bei 0,759, eine teilweise und bei 19, eine véllige Zerstorung in einigen
Stunden, die in 3 proz. Losung schon in 30 Minuten erreicht wird (Eliava und Pozerski).
Besondere Versuche zeigten, dafl dieser Ausfall nicht auf die starke H-Ionenkonzentration
des Chin. hydr. bzw. bihydr. zuriickzufithren sei, sondern auf das Chinin an sich. Unter den
gleichen Versuchsbedingungen soll sonst Chinin nicht auf 16sliche Fermente wirken.

Wie Eliava und Pozerski ferner festgestellt haben, liegen die Grenzwerte
der zutrdglichen Konzentration der freien H- und OH-Ionen zwischen pg
= 2,5 und pg = 8,54, was ungefihr 1/, n-Sédure und /4, n-Alkali entspricht,
gleichgiiltig, mit welcher Siure oder Lauge man priift. (Nach Watanabe ver-
tragen z.B. bestimmte Lysine 10—20 proz. Sodalésung eine Stunde lang.) Auch
nach Befunden von Gratia war die Wirkungsweise seiner Virusarten von der
H-Tonenkonzentration der Né&hrfliissigkeit abhiingig. Bei einem gegen Coli
gerichteten Virus war sie am stérksten bei alkalischer Reaktion (pg 8,5), am
schwichsten bei saurer Reaktion (py 6,8) und méBig bei neutraler (pg 7,5).
Wir haben auf diese Befunde bei der Bewertung des therapeutischen Versagens
des Lysins bei stomachaler Einverleibung hingewiesen.

Bablet berichtete (vgl. oben), daB das Lysin in 1proz. Fluornatriumlésung
rasch zugrunde geht, Prausnitz sah bei 0,25 proz. Losung bei Zimmertempera-
tur keine nennenswerte Schéidigung. Eliava und Pozerski fanden gleichfalls,
dafl Fluornatriumlosung selbst in Konzentration von 2,5% das Virus nicht
schadigt. Reichlichen Chloroformzusatz (2 ccm zu einer Bouillonkultur) vertrug
es nach Bablet bei gleichzeitigem Schiitteln nicht. In reinem Glycerin ging
es nach 6 Tagen bei 37° zugrunde.

Durch Aceton wird das Lysin ausgefillt; es ist im Niederschlage nachweisbar
(Kabeshima).

Nach de Poorter und Maisin wird das Lysin durch Einwirkung von
Thymol, Kreolin, gesittigter Fluornatriumlésung usw. nicht zerstért, ebensowenig
durch Ather, 50 proz. Alkohol, Aceton und Chloroform (s. auch Kabeshima).
Da, wie die Autoren hervorheben, nach Arthus eine 1proz. Fluornatrium-
l16sung jede vitale Aktivitit unterdriicken soll, so spriche dieser Befund gegen
die Lebewesentheorie d’Herelles. Dieser hat dagegen angefiihrt, daBl er bei
seinen Versuchen mit Fluornatriumlésungen die Bakteriophagenwirkungen véllig
habe unterdriicken kénnen (vgl. obenerwihnte Befunde). Das Lysin wird nach
Poorter und Maisin durch Ammonsulfat gefillt und von Tierkohle adsorbiert.



Bakteriophagie. 57

Unloslich ist es in Ather, Petrolein und Chloroform. Durch 70 proz. und 94 proz.
Alkohol wird es zerstoért und gefillt. Sein ganzes Verhalten entspreche
demnach dem eines EiweiBBkorpers. 2proz. Cyanwasserstoffsdure ist ohne
EinfluBl auf die Lysinwirkung. Fuchsin und Methylenblau in gesittigter waB-
riger Losung zerstoren dagegen das lytische Prinzip. Methylorange und Eosin
lassen es intakt. Siuren wurden besser vertragen als Alkalien. Coffein, Morphin
und Strychnin waren ohne Wirkung. Auf Grund ihrer Befunde rechnen Poorter
und Maisin das Lysin zu den Enzymoiden (s. Abschnitt Natur des Lysinds).

Nach Watanabe, der ,,Desinfektionsversuche*“ mit chemischen und phy-
sikalischen Mitteln mit Bakteriophagen ausfiihrte, ist das Lysin gegen Karbol
ziemlich resistent. 0,5 proz. Karbol ruft keine Wirkung hervor, 2,5 proz. Karbol
verhindert die augenblickliche Wirkung, schédigt es aber nicht in seiner Fort-
pflanzungsfihigkeit (ihnliche Befunde von Eliava und Pozerski), erst 5 proz.
Losung vernichtet es nach lingerer Einwirkung. Ein gegen Rindercolibacillen
gerichteter Bakteriophage erwies sich als noch widerstandsféhiger, indem 5 proz.
Karbol nur Hemmung der unmittelbaren Wirkung, keine wirkliche Abtétung
herbeifiihrte. Lysol in schwicherer als 2 proz. Lésung hat keine Wirkung auf den
Bakteriophagen, 96 proz. Alkohol nur geringe. 20%, Soda zerstorte die Wirkung
in Flexner-, aber nicht in Colilysinen.

Der Unterschied in der Hemmung der unmittelbaren Wirkung
gegen Bakterien, der sich verhaltnism#Big leicht mit geringen
Dosen erzielen 148t, einerseits, und die Schwierigkeit der vollstén-
digen Vernichtung der Bakteriophagen andrerseits tritt bei allen
Mitteln hervor. Das Verhalten der einzelnen Lysine unterliegt allerdings
grolen Schwankungen.

Prausnitz, der Chloroform und Trichlorithylen kaum, Toluol, Penta-
und Hexachlorithan nur schwach wirksam fand, ermittelte in einer Serie hy-
drierter Naphthene, speziell im Tetralin, Priparate, die das Lysin stark
angriffen. Das Tetralin verdiente insofern besondere Beachtung, als es fiir Bak-
terien ein schwach wirksames Desinfektionsmittel ist, wihrend es gegeniiber
einer Reihe von Fermenten — Pepsin, Trypsin, Invertase (aus Hefe) — selbst
bei tagelanger Einwirkung véllig unwirksam ist.

Antiformin vernichtet in 2—5proz. Losung das Lysin in wenigen Minuten
(Seiffert).

Besondere Besprechung verdient noch das Verhalten des Glycerins
gegeniiber dem Lysin. Wie d’Herelle gefunden hat, hilt sich das Lysin
wenigstens 2 Jahre lang lebend in einem Gemisch Glycerin und Bouillon zu
gleichen Teilen. In stirkeren Konzentrationen von Glycerin wird es vernichtet
(vgl. Bablet). Nach d’Herelle soll sich der ,,Bakteriophage beim langsamen
Verdunsten in einer mit Glycerin vermischten Néhrflissigkeit in dem schlie8lich
am Boden bleibenden Glycerinsatz lebendig erhalten, also sich an das Glycerin
gewohnen. d’Herelle folgert daraus, dall der Bakteriophage ein Lebewesen
sei, denn nur ein solcher kénne sich umgewohnen (vgl. S. 83). Zu &hnlichen An-
sichten sind auf Grund weiterer Versuche mit Chemikalien auch Janzen und
Wolff gelangt, doch scheint ihre SchluBfolgerung nach den von ihnen ver-
offentlichten Protokollen uns nicht berechtigt, vielmehr ist wohl méglich, daf3
es sich bei allen diesen Versuchen nicht um die GewShnung der Bakteriophagen
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an die Antiseptica handelt, sondern daf eine Beeinflussung der zur Lysinbildung
notwendigen Bakterien mitspielt.

Salzsaures Emetin und Saponin erwiesen sich in denselben Verdiinnungen
wie Chininsalze als unwirksam (Eliava und Pozerski).

Wie bereits erwahnt, erhdlt man mit Alkohol und Aceton in der lysinhaltigen
Bouillon Niederschlége, in denen das Lysin nachweisbar ist, wobei es sich allerdings
mehr oder weniger geschiadigt zeigt. d’Herelle gab nun an, daBl der Alkohol
die ,,Bakteriophagen‘‘; aber nicht deren Lysin abtotet, d. h. also, daf die Lysin-
wirkung noch nachweisbar, aber die Fortfilhrung mit Bakterien aufgehoben sei.
Wir selbst haben diese Frage weiter gepriift, uns aber in Ubereinstimmung mit
Hauduroy nicht von ihrer Richtigkeit iiberzeugen kénnen. Auch Ellis und
Seiffert konnten die Befunde d’Herelles iiber die Alkoholwirkung nicht
bestitigen. Ist die Lysinwirkung zerstort, so ist auch die Fortfilhrung mit
Bakterien nicht mehr mdoglich.

Als besonders wichtig mochten wir noch die Beobachtung hervorheben, daB
der Zusatz geringer, nicht abtétender Dosen von Chemikalien die
Lysinbildung in vitro begiinstigt. Otto, Munter und Winkler haben
dies z. B. fiir schwache Sublimatlésungen beschrieben; spiter haben es auch
Janzen und Wolff fiir eine Reihe anderer Chemikalien bestétigt. Sie stieflen
ferner auch auf das schon von Otto und Munter beschriebene Phinomen,
daB durch bestimmte Eingriffe geschidigte Lysine (Erhitzung, Verdiinnung usw.)
zwar keine direkte Lysinwirkung mehr auszuiiben brauchen, wohl aber ihrerseits
die Lysinwirkung anregen (vgl. hierzu auch S. 55).

XI. Verbleib des Lysins im Korper nach experimenteller
Applikation.

Nach den Anschauungen d’Herelles soll bekanntlich der ,,Bakteriophage‘
ein normalerweise vorkommender Darmbewohner sein, der auch in die Zirkulation
iibertreten kann, aber fiir gewohnlich im Kreislauf nicht anzutreffen ist. Die
Leukocyten enthalten ihn nach Befunden d’Herelles nicht, auch dann nicht,
wenn er im Stuhle des betreffenden Organismus vorhanden ist (vgl. Bruynoghe
und Maisin S. 59).

Schon d’Herelle und spiter Eliava hatten angegeben, da3 der per os ver-
abreichte oder subcutan injizierte ,Bakteriophage® nach 24 Stunden in den
Stuhlentleerungen von Menschen und Tier nachweisbar ist. Er soll aus dem
Darm bald verschwinden, wenn er die Bakterien, auf die er eingestellt ist, nicht
vorfindet, andernfalls aber gedeihen und wirksam bleiben, wenn ihm zusagende
Keime vorhanden sind (vgl. Abschnitt Immunitit). Nach experimenteller Appli-
kation gelang auch Poorter und Maisin ebenso wie Appelmans der Nachweis
des Lysinsin den Entleerungen. Letzterer fand den Bakteriophagen in den inneren
Organen nach der Darreichung per os nicht, dagegen konnte er das Lysin nach
subcutaner Injektion im Blut, Harn und Darminhalt feststellen. Im Blut fanden
es nach subcutaner Injektion auch d’Herelle, Bordet und Ciuca, Otto und
Munter; in der Milz Appelmans. Otto, Munter und Winkler konnten
es im Blut auch nachweisen, wenn die Lysinbildung durch intraperitoneale
Bakterieninjektionen nach dem Vorgang von Bordet erzielt war. Ebenso fand
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es Ledingham nach Verimpfung gewisser Mikroorganismen in dem Blutkreislauf
bereits nach wenigen Stunden. Nach intravendser Injektion hat Kabeshima
das Lysin in der Galle nachgewiesen. Bordet und Ciuca fanden es binnen
7—24 Stunden im Serum. Nach den Versuchen von Appelmans wird es im
Laufe von 24—48 Stunden durch die Nieren und den Darm ausgeschieden und
verschwindet aus den inneren Organen und aus dem Blut nach 5 Tagen, nur
in der Milz ist es lingere Zeit nachweisbar. Aus den Versuchen von Doerr
und Griininger ergab sich, daf intravends injiziertes Colilysin beim Kaninchen
mit der Galle oder dem Harn ausgeschieden wurde und daf es hier nur kurze
Zeit nach der Injektion nachweisbar ist. So war es z. B. nach 14 Stunden, einem
Zeitpunkt, der ziemlich genau mit dém Absinken des Lysintiters im str6menden
Blut zusammenfillt, dort nicht mehr vorhanden. Je gréBer die injizierte Lysin-
menge und je hoher ihre Konzentration war, desto starker wirkten Harn und
Galle lytisch. Gleiche Lysinquanten traten bei kleineren Tieren leichter und in
ansehnlicherer Menge in die Galle iiber als bei groBen. Die Versuchsergebnisse
von Doerr und Griininger deuten darauf hin, daB fiir den Ubertritt in die
Galle eine gewisse minimale Konzentration in der Zirkulation notwendig ist,
woraus sich eine fiir Entkeimungsversuche am Menschen ungiinstige Situation
ergibt (vgl. S.80). Werthemann hat dann das Verschwinden der im Blut
nach intravendser Injektion kreisenden Lysine schrittweise genau verfolgt, und
zwar speziell, um Riickschliisse iiber die Natur dieser Substanzen zu gewinnen
(vgl. Abschnitt Natur des Lysins). Er konnte feststellen, dal bei Warmbliitern
(Kaninchen, Meerschweinchen) das injizierte Lysin in der Blutbahn der Ka-
ninchen bis zum 5. Tage, bei Froschen dagegen linger, bis zu 7 Tagen, sich hielt.
Seine Befunde sowie die der anderen Autoren lassen den SchluB berechtigt er-
scheinen, daB die Verteilung des Lysins in und seine Elimination aus
dem Korperindhnlicher Weiseerfolgt wiedie eines hochmolekularen
Kolloides, daBl es aber nicht, wie das Hiihnerpestvirus, kritisch aus der
Blutbahn verschwindet.

Hier darf vielleicht bemerkt werden, daf3 nach den Befunden von Bruynoghe
und Maisin in vitro das Lysin von lebenden Leukocyten bemerkenswert stark
aufgenommen wird. Die Autoren schlieen daraus, daf der ,,Bakteriophage®
der Phagocytose ebenso wie die Bakterien unterliege (s. oben S. 58).

Unter bestimmten Versuchsbedingungen erwies sich das Lysin in vivo wirksam
gegen dieinjizierten Bakterien. Spritzten Otto und Munter z.B. Meerschweinchen
eine kleine Dosis wirksamen Lysins zusammen mit einer bestimmten Menge
Bakterienkultur intraperitoneal ein, so blieb das so behandelte Tier am Leben,
wahrend beim Kontrolltier, das nur mit Bakterien allein gespritzt war, sich die
Bakterien vermehrten und den Tod des Tieres herbeifiihrten. In &hnlicher Weise
konnte Appelmans das Auftreten von Abscessen durch Lysininjektion bei
Kaninchen verhindern (vgl. S. 31).

XII. Verinderungen der Bakterien.

Das im Endstadium der ,,Bakteriophagie zu beobachtende Verschwinden der
Bakterien fithrt d’Herelle auf eine Bakterienauflosung zuriick. Wie wir bereits
an fritherer Stelle erértert haben, will d’Herelle unter dem Mikroskop bzw. im
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Ultramikroskop die Wirkung des Lysins genau verfolgt haben. Ebenso wie
Gildemeister ist es uns nicht gelungen, die Auflssung der Bakterien in der
von d’Herelle berichteten Weise eindeutig zu erkennen; indessen konnten wir
in Klatschpriparaten von taches viérges wesentliche Unterschiede zwischen den
granuliert erscheinenden Bakterien vom Rande der ,sterilen Locher und den
normalen Formen von lysinfreien Stellen derselben Kultur nachweisen. Daf} in
der Tat die Bakterien unter der Wirkung des Lysins zerfallen, kann nicht bezwei-
felt werden. Diese Bakterientriimmer sind vielleicht die Lysine. Jede Lysinbouillon
enthilt daneben banale Bakterienzerfallsprodukte. Beim Phénomen von Twort
ist die Auflsung der Bakterien in den ,,glasigen Kolonien klar erkennbar.

Wéhrend nun das Endstadium der Bakteriophagie die Auflésung der Bak-
terien ist, wird dieses durchaus nicht immer bei der Einwirkung
des Lysins erreicht. Wie wir schon bei.der Erscheinung der taches viérges
hervorgehoben haben, ist die Wirkung des Lysins nur auf junge bzw. neu ent-
stehende Keime eine radikale. Altere Keime werden wohl angegriffen, aber nicht
immer aufgelost. An derartigen, der Auflésung entgehenden Bakterien treten
nun, wie dies an anderer Stelle noch niher auseinandergesetzt werden wird, unter
dem EinfluB des Lysins wichtige morphologische und biologische Verinderungen
auf; hinsichtlich der letzteren konnten Otto und Munter z. B. feststellen,
daB Typhus- und Flexner-Stamme nach dem Zusatz von Lysin den Drigalski-
Conradi-Nahrboden mehr oder weniger réteten, wobei sie sich im Vergleich zu
dem Ausgangsstamm serologisch unverdndert erhielten. Auch Bergstrand
fand bei einer Y-Kultur, daB sie nach Zusatz von lytischem Agens regulire und
irregulire Formen bildete. Die irreguldren Formen waren schleimig, schlecht
agglutinabel und réteten Endonihrbéden.

Doerr beobachtete bei seinen Gelatineversuchen mit Colibacillen als Wirkung
des bakteriophagen Lysins: fehlende Gasbildung, massenhafte grobflockige
Agglutination und verinderte Wachstumsintensitiat der Bakterien.

Ganz besonders wichtig fiir die Bakteriophagenforschung sind nun die Ver-
dnderungen, welche mit Bildung von resistenten und lysinogenen Keimen
zusammenhéngen.

d’Herelle hat beobachtet, da in einer lysinhaltigen Bouillon nach anfing-
licher Klarung spéter doch eine Triibung auftreten kénne. Trotz der Anwesenheit
eines bakteriophagen Lysins hatten sich also die Bakterien vermehren kénnen.
Solche nach Ablauf der Lyse sich entwickelnden Keime bezeichnet er als ,,sekun-
dare® Kulturstamme.

Bordet und Ciuca verdanken wir die grundlegenden Beobachtungen iiber
die Resistenzerscheinungen. Sie haben gezeigt, daB in einer aufgelosten
Colikultur die am Leben gebliebenen Keime Kulturen mit neuen Eigenschaften
liefern. (Art der Entstehung: Erwerbung (wie Krankheit); nach Gratia: Se-
lektion.) Wie wir an spiterer Stelle niher erortern wollen, zeigen diese
resistenten Keime aufler der Lysinresistenz noch lysinogene Fihigkeiten, schlei-
miges Wachstum und ,,Serumfestigkeit“. Nach d’Herelle leisten sie auch der
Phagocytose Widerstand.

Was nun zunichst die Resistenz gegen das Lysin, die einmal erworben
unveréndert fortbestehen kann, anbetrifft, so kann diese quantitativ und quali-
tativ sehr verschieden sein. Seiffert schlieBt aus seinen Versuchen iiber die
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Adsorption der losenden Substanz durch d