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Archiv fir die gesamte Virusforschung. Band II, Viertes Heft

o wArchiv fiir die gesamte Virusforschung®

erscheint zwanglos in Heften von wechselndem Umfang und in kurzen Zwischenrfiumen. Die Hefte
werden einzeln berechnet und in Biénden von 40 bis 50 Druckbogen vereinigt werden.

Das ,,Archiv** verdffentlicht Beitriige aus allen Teilgebieten der Virusforschung in deutscher,
englischer und fr?;xzbsischer Sprache, und zwar Originalarbeiten (Berichte iiber experimentelle Unter-

h ) und Ubersich

Besondere Aufsitze werden allgemeineren biologischen Problemen gewidmet sein, in erster
Linie der Stellung der Virusforschung im Rahmen naturwissenschaftlicher Erkenntnis. Die Virus-
forschung arbeitet mit besonderen, zum Teil noch in wverheiBungsvoller Entwicklung begriffenen
Methoden, sie hat neue Probleme von fundamentaler Bedeutung gezeitigt und mannigfache Beziehungen
zur Physik, zur organischen und Kolloidchemie, schlieBlich auch in gro8tem Umfange zur allgemeinen
Biologie gewonnen. Der Wert ihrer Ergebnisse fiir die Erkennung, Verhiitung und Bekimpfung
der iibertragbaren Krankheiten des Menschen, der Tiere und der Kulturpflanzen sichern ihr auch
noch andere als rein wi haftliche Int und die Mittel zu einem ungewohnlich intensiven
experimentellen Ausbau. Die experimentelle Virusforschung hat sich infolge der Verschiedenheit
ihrer Untersuchungsobjekte (tierpathogene, phytopathogene und sogenannte saprophytische Virus-
arten, tumorerzeugende Agenzien, Bakteriophagen usw.) in mehrere, durch Spezialisten vertretene
Richtungen gespalten. Dieser thematischen Differenzierung entspricht eine weitgehende Zersplitterung
des Schrifttums. Arbeiten iiber Virus und Viruskrankheiten erscheinen in Zeitschriften der ver-
schiedensten Art, die oft nur einem kleinen Kreis von Lesern zur Verfiigung stehen. Die Errungen-
schaften der letzten Jahre lehren aber, daB die K. is des G bietes die Problematik der
Virusforschung vcrtieft, ihre Methodik bereichert und zu Fragestellungen hinleitet, welche dem
ins Extrem gesteigerten Spezialistentum entgehen. Aus solchen Erwiigungen heraus soll im ,,Archiv*

ein Zentralorgan fir die g Virusforschung geschaffen werden.
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I. Med. Universitidtsklinik der Charité, Berlin, und Laboratorium fiir
Ubermikroskopie der Siemens & Halske A. G., Berlin-Siemensstadt.

Morphologische Befunde bei der bakteriophagen Lyse.*

Von
Helmut Ruska. #*

Mit 57 Abbildungen.

Die Bakteriophagie nimmt innerhalb der Virusforschung eine Sonder-
stellung ein. Fir die verschiedenartigen Einfliisse der Phagen auf die
Morphologie und Biologie der Bakterien, fiir den Vorgang der Lyse selbst

<ol P

Abb. 1. 4763/40. Staphylokokken, 2std. Fleischwasserkultur, 2mal gewaschen. An den gekennzeichneten

Stellen erkennt man Begrenzungslinien, die als Membranen aufzufassen sind. An den am stirksten

konvexen Zellkonturen erscheint die Membran vom Cytoplasma durch einen Zwischenraum getrennt.
Elektronenoptisch: 10000:1; Abb. 20000: 1.

und die Geschwindigkeit der Vermehrung des wirksamen Prinzips gibt
es bei anderen Viruskrankheiten keine vergleichbaren Erscheinungen.
Soweit bekannt, sind die Bakterien unter den Thallophyten und simt-
lichen nicht samenbildenden Pflanzen die einzigen Wirtszellen eines
Virus. Sowohl von den meisten héher organisierten Zellen dieser Pflanzen-

ﬁ:rr_nmProf, Doerr zum 70. Geburtstag gewidmet.

** Teil einer Habilitationsschrift zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. habil. in der Medizinischen Fakultit der Universitit Berlin.
24a*
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h s,
Abb. 2. 4651/40. Staphylokokken, 3!/,std. Agarkultur. Zwischen einzelnen Kokken feine Verbindungs-
fiden von 10—20 mu Stirke. Elektronenoptisch: 10000:1.

gruppe als auch von den Spermatophyten, an welchen die pflanzlichen
Virosen zu beobachten sind, lassen sich die Bakterien durch ihren besonders
einfachen Bau unterscheiden. Es fehlt ihnen, wie den Cyanophyceen,

Abb. 3. 4676/40. Staphylokokken, 24std. Agarkultur. Zwischen einzelnen Kokken feine Trennungs-

linien von etwa 10 mu Breite, und zwar sowohl zwischen aneinanderstoBenden Membranen, als auch

innerhalb der Kokken an der Grenze zwischen Cytoplasma und Saftraum. Elektronenoptisch: 11000:1;
Abb. 22000:1.

ein echter Zellkern und, in gleicher Weise wie diesen und den Eumyceten,
ein Chloroplastenapparat.
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Abb. 4. 4463/40. Staphylokokken, 36std. Fleisch-  Abb. 5. 324/41. Enterokokken, 48std. Agarkultur,
wasserkultur. Teilweise abgehobene Membranen Zellen ohne jede Differenzierung, sehr feine und
und kolloide Partikel. gleichmiiBige kolloide Teilchen.
Elektronenoptisch: 13000:1. Elektronenoptisch: 11000:1; Abb. 22000:1.

Das Agens, welches die Erscheinungen der Bakteriophagie aus-
16st, wird heute von den meisten Autoren nach seinem physikalisch-
chemischen Verhalten den hochmolekularen Proteinen zugerechnet,

Abb. 6. 4819/40. Staphylokokken, 120std. Agarkultur. Vollig abgeloste und in Abldsung begriffene
Membran. Elektronenoptisch: 12000:1.

obwohl dieses Verhalten allein nicht ausreicht, um die Proteinnatur
zu beweisen.! Weder ist eine Kristallisation des Phagenproteins ge-
lungen, noch ist nachgewiesen, dafl die wirksamen Einzelteilchen
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selbst, wie die Elementareinheiten mancher Pflanzenviren, eine durch
das Rontgendiagramm nachweisbare Kristallstruktur besitzen, durch
die sie sich vom lebenden Protoplasma unterscheiden. Infolgedessen hat
auch die Auffassung von F.d Herelle, wonach die wirksamen Einheiten
kleinste belebte Elemente sind, noch ihre Anhdnger, wihrend die be-
merkenswerten Beobachtungen von Ph. Kuhn? der in den ,,Phagen®
die Sporen eines die Bakterien befallenden amébenartigen Organismus
(Pettenkoferien) sah, nur wenig Be-
achtung fanden. Weil die Phagen
selbst keinen Fermentcharakter be-
sitzen, wird zwischen ihnen und den
bei der Lyse wirksamen lytischen
Fermenten unterschieden, obwohl

Abb. 7. 4494/40. Ruhrbakterien (Fleaner), 3std.  Abb. 8. 4808/40. Ruhrbakterien (Flexner), 15std.
Fleischwasserkultur. In Teilung begriffene pri- Agarkultur. Primére Zellen zum Teil mit begin-
mire Zellen, geringe Verdichtung der polaren nender Ausbildung des Saftraumes.
Endcn, Membran nicht sichtbar, reichlich kolloide Elektronenoptisch: 12000:1.

Partikel. Elektronenoptisch: 10000:1

ein getrennter Nachweis der beiden experimentell nicht sicher gelingt.
Der genaue morphologische Verlauf der Lyse ist ebenso unbekannt wie
der Mechanismus der Phagenvermehrung und der Ort, an welchem die
Vermehrung stattfindet. Die Synthese der pflanzlichen Virusproteine
scheint an die Chloroplasten gebunden zu sein.®* Da den Bakterien die
Chloroplasten fehlen, ist anzunehmen, daf der Mechanismus der
Phagenvermehrung ein anderer ist, wie der der Virussynthese in
héheren Pflanzen. Einheitlichkeit der Auffassung besteht darin, daB
die bakteriophagen Elemente korpuskuldr sind, worunter verstanden
wird, daBl sie nicht die Eigenschaften niedermolekularer Stoffe besitzen.
Die bestbegriindeten Durchmesserangaben schwanken aber um eine
GroBenordnung (8—90my), d. h. um den betrichtlichen Faktor von
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1000 im Teilchengewicht. Awuch iiber die Gestalt der Teilchen und die
Frage ihrer Einheitlichkeit wissen wir nichts Sicheres.

Abb. 9. 5583/40. Proteusbakterien, 72std. Agarkultur. Trotz des hohen Kulturalters primére Formen,
zwei Kurzstibchen neben einem Schwirmfaden. Reichlich kolloide Teilchen. Elektronenoptisch:
12000:1.

Um auf einige der berithrten Fragen Antwort zu finden, bedienten
wir uns zur Untersuchung von Zellen aus phagenhaltigen Kulturen der
Ubermikroskopie nach E. Ruska und B.v. Borries.5 In Erweiterung der

Abb. 10. 4807/40. Ruhrbakterien (Flexzner), 15std. Agarkultur, Ubergang zwischen primiren und
sekundiiren Zellen. Elektronenoptisch: 12000:1.

bei Virusproteinen® und Elementarkérpern’ bisher gegebenen Moglich-
keiten konnten infolge der Kleinheit der Bakterien die ganzen vom
Virus befallenen Zellen abgebildet werden. Zugleich bestand die Aus-
sicht, unabhingig davon, welche GroBenangabe fiir die Phagen zutrifft,
diese selbst morphologisch zu identifizieren.
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Nach den herrschenden Vorstellungen war zu erwarten, dafl die Phagen-
teilchen an den Bakterienoberflichen zunéchst haften, dann in die Zellen
eindringen und je nach dem Ausmaf ihrer Wirkung zu Anderungen der
Wuchsformen,® zu Mutantenbildung? oder Zellauflosung fiihren. Die
Phagenvermehrung war im Zellinnern, wahrscheinlich im Zusammen-
hang mit der Bildung einer intrazelluliren Viruskolonie, zu suchen,
aus der die Phagen nach lytischer Zerstorung der Bakterienmembran
frei werden. Die Befunde, welche
wir durch die iibermikroskopische
Abbildung erhoben haben, weichen
jedoch in zahlreichen Einzelheiten
von den erwarteten Ergebnissen ab.
Sie werfen zudem eine Reihe neuer
Fragen auf, die noch nicht endgiiltig
beantwortet werden kénnen, aber so
wesentlich und neuartig erscheinen,
daf3 sie jetzt schon zur Diskussion
gestellt werden sollen.

Es ist dazu notwendig, die Be-
obachtungen mit Abbildungen zu be-
legen, die wir aus mehreren 1000 Auf-
nahmen ausgewéhlt haben. Ihre grofe
Zahl mag dadurch gerechtfertigt er-
scheinen, daB es mit einem be-
schriankten Bildmaterial nicht mog-
lich ist, die Ergebnisse geniigend
Abb.11. 4468/40. Ruhrbakterien (Flezner), —anschaulich zu machen, und daf3 die
30std." Agarkultur. Typischo sekundire Zell- 1 oigten Virusforscher entsprechende

Elektronenoptisch: 13000:1. Bilder noch nicht aus eigener An-
schauung gewinnen kénnen.

Die Fragen, welche uns vor allem beschéftigen sollen, betreffen :

1. den Bau der normalen Kulturbakterien,

2. die Veranderung der Bakterien bei der Lyse,

3. die Formelemente, welche als Phagen angesprochen werden

kénnen, und

4. die Beziehung dieser Elemente zu den Bakterienzellen.

Unsere Bilder gewannen wir aus Beobachtungen an Staphylokokken,
Streptokokken, Enterokokken, Coli-, Ruhr-, Typhus- und Proteusbakterien
sowie den dazugehoérigen Phagenstimmen, fir deren Uberlassung ich den
Herren Prof. Doerr, Basel, Prof. Hallauer, Bern, Geheimrat Prof. Lentz, Berlin,
und Prof. Schmidt, Marburg, besonderen Dank schuldig bin. Die normalen
Bakterienzellen entstammen Agar- oder Bouillonkulturen verschiedenen
Alters, in denen sich die Zellen morphologisch gleich verhalten. Meist wurden
sie vor dem Auftrocknen auf die Trégerfilme ein oder mehrere Male durch
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Sedimentieren in der Zentrifuge mit aq. dest. gewaschen, um sie von Salzen
und anderen niedermolekularen Stoffen zu befreien, die sich bei der elektronen-
optischen Abbildung stérend auswirken. Das Waschen birgt bei der Unter-
suchung von Zellen aus phagenhaltigen Kulturen allerdings die Gefahr in
sich, daB auch die Mehrzahl der gesuchten Phagen verlorengeht. Tatséchlich
kann es schwer sein, zwischen der erforderlichen Reinigung der Priparate und
der Beibehaltung der kleinsten, nicht gelésten Elemente die richtige Mitte
zu finden.

Da die Untersuchung an aufgetrockneten Objekten erfolgt, ist stets die
Frage zu priifen, ob die sichtbar gewordenen Partikel im feuchten Zustand

Abb. 12. 5585/40. Proteusbakterien, 72std. Agarkultur. Typische sekundire Zellformen, zum Teil
mit Erweiterungen des Saftraumes in der Zellmitte. Elektronenoptisch: 12000:1; Abb. 24000:1.

in gleicher Form vorhanden waren, oder ob sie beim Auftrocknen entstandene
Auskristallisationen und Féllungen vorher geléster Substanzen oder Aggre-
gationen vorher suspendierter kleinerer primérer Teilchen sind. Diese Frage
ist dann leicht zu entscheiden, wenn die Teilchen untereinander sehr gleich
sind und eine Gestalt besitzen, die von Kristallformen und Aggregatbildun-
gen abweicht, wie es bel gewissen, spéter zu besprechenden Formelementen
der Fall ist. Mit der Bildung von Farbniederschligen war nicht zu rechnen,
da FérbemafBnahmen unterblieben.

Eine fortlaufende Beobachtung von Lebensvorgdngen im fliissigen
Medium, die Formumwandlungen und Bewegungsvorgéinge unmittelbar ver-
folgen lieBe, ist methodisch nicht durchfithrbar. Der Verlauf der Bakterien-
auflésung muB daher aus zahlreichen Einzelbildern erschlossen werden. Diese
wurden von Zellen aus Fleischwasserkulturen gewonnen, in welchen — im
Gegensatz zum festen Nahrboden — die einzelnen Keime sehr gleichméBigen
Umweltbedingungen ausgesetzt sind. Dabei wurden die Phagen den Kulturen

Archiv f. Virusforschung, Bd. I1, H. 4. 25



352 H. Ruska:

nach kurzer Bebriitung, bei beginnender Triibung des Nihrmediums oder
schon gleich bei der Bakterieneinsaat zugesetzt. In verschiedenen Zeit-
abstinden wurden Proben der in Auflésung iibergehenden Kulturen nach
vorheriger Fixierung oder auch ohne diese entnommen und gewaschen.
Fixiert man nicht, so ist zu beriicksichtigen, daB die Zellauflésung wéahrend

Abb. 13.
Abb. 13 und 14. 4470/40 und 4471/40. Ruhrbakterien (Flexner), 36std. Agarkultur. Sekundire

der ReinigungsmaBnahmen fortschreitet. Wo in den Bildunterschriften eine
Fixierung nicht angegeben ist, handelt es sich um unfixierte Objekte.
U. Kottmann'® hat von festen Néhrboden taches vierges aus Colikulturen
durch die Anfertigung von Klatschpraparaten untersucht. Dabei lassen sich
gewisse Schwierigkeiten umgehen, welche die Untersuchung von Material
aus flussigen Néhrmedien mit sich bringt.

Vom Baw der mormalen Kulturbakterien ist folgendes elektronen-
optisch zu erkennen: Kokken- und Bakterienzellen aus jungen Kulturen,
wie sie fir den Lyseversuch angewendet werden, erscheinen im Uber-
mikroskop meist gleichméBig dicht, mehr oder weniger schwarz, ohne
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regelméfige Differenzen der Massenaufteilung, ohne auffallende Fein-
struktur und mit meist nur schwer erkennbarer Membran (Abb. 1—9).
Beziiglich der Einzelheiten der Abbildungen vgl. man die Bildunter-
schriften. Die Bakterien entsprechen cytologisch den primdren Zell-

Abb. 14.
und tertidre Zellen mit kolloiden Teilchen. Elektronenoptisch: 13000:1; Abb.: 26000:1.

formen von G. Piekarski,)! in denen sich durch die Feulgenreaktion und
Ultraviolettabsorption lichtoptisch zwe: Thymonukleinséure enthaltende
Bezirke (,,Nucleoide’) nachweisen lassen. Wenn die anfinglich rasche
(logarithmische) Zellvermehrung in der Kultur nachlaft, lassen sich
elektronenoptisch Feinheiten des Zellaufbaues besser erkennen. Es
kommt zu einer Plasmolyse, durch welche die bei der Eintrocknung
héufig Falten werfende Membran als morphologische Differenzierung
der Zelloberfliche sichtbar wird (Abb.10—15). Der bei diesen Zell-
formen zwischen Membran und Cytoplasma liegende Raum ist in frischem
25
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Zustand der Zellen wahrscheinlich von einem wisserigen Zellsaft aus-
gefiillt, Er ist oft an den Zellenden besonders ausgeprigt (Abb. 11, 13,
14), kann aber auch seitlich liegende Erweiterungen zeigen (Abb. 12).
AuBer diesem Saftraum gibt es aber auch geschlossene Vakuolen
innerhalb des Cytoplasmas (Abb. 18), die vergleichend morpho-
logisch zur Vakuolenbildung bei hheren Pflanzen in Beziehung gesetzt
werden konnen. Bewegungsvorginge, die im lichtoptischen Dunkelfeld
innerhalb der Bakterien zu sehen sind, werden sich vor allem im
Saftraum abspielen. Die cytoplasmatische Substanz der Zellen aus

Abb. 15. 4812/40. Ruhrbakterien (Flexner), 63std. Agarkultur. Sekundiire und Ubergiinge zu tertitiren
Zellen. Elektronenoptisch: 12000:1.

slteren Kulturen ist elektronenoptisch sehr dicht und laBt licht-
optisch nur noch ein zentral gelegenes Nucleoid nachweisen. Wir be-
zeichnen sie mit Puekarski als sekunddre Formen. Mit dem weiter
fortschreitenden Alter der Kultur entwickeln sich aus den sekundiren
Zellen meist kleinere Formen, deren Cytoplasma nach dem elektronen-
optischen Bild den gesamten Innenraum der Membran einnimmt, im
ganzen weniger dicht ist, aber hdufig ein oder mehrere Verdichtungs-
zentren zeigt (Abb. 13—17). Wir bezeichnen sie vorliufig als tertidre
Zellformen, halten es aber fiir wahrscheinlich, daBl diese Gruppe noch
weiter aufgespalten werden muB. Ubergange zwischen den verschiedenen
Zustédnden sind auf den Abb. 10,13 und 15 zu sehen. Bei Proteusbakterien
ist die Aufeinanderfolge der verschiedenen Formentypen weniger streng
(Abb. 9, 12, 18), auch an Kokken 148t sie sich nicht so klar verfolgen.
Die nur noch einen sehr schwachen Schatten gebenden Zellen (Abb. 17)
sind moglicherweise abgestorben. Wir kénnen an den Bildern zwischen
Cytoplasma, Saftraum und Membran leicht unterscheiden und schlagen
vor, die Begriffe Entoplasma und Ektoplasma von Zettnow fallen zu
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lassen. Innerhalb des Cytoplasmas konnen auBerdem Verdichtungs-
zentren und Vakuolen beobachtet werden (Abb. 18).

DafBl die unter bestimmten Voraussetzungen in den Bakterien auf-
tretenden kugeligen Zelleinschliisse (Abb. 14—18) mit den lichtoptisch

Abb. 16. 4815/40, Ruhrbakterien (Flexner), 63std. Agarkultur. Tertidire Zellen mit strahlenempfind-
lichen, zum Teil beginnende Zerstérung zeigende Granulationen. Elektronenoptisch: 12000:1; Abb.
18000:1.

nachgewiesenen Nucleoiden in irgendeinem Zusammenhang stehen,
wie wir frither annahmen,!2 ist unwahrscheinlich geworden. Elektronen-
optisch sichtbare Einschliisse fehlen gerade in Zellen aus jungen Kul-
turen, wo lichtoptisch regelmiBig Nucleoide nachzuweisen sind. Da-
gegen haben die elektronenoptisch sichtbaren Verdichtungszentren
moglicherweise zu Granulabildungen bei Tuberkelbazillen, die wir
an anderer Stelle beschrieben haben,* und zu Polkérpern bei Diph-
theriebazillen (Abb.19 und 20) Beziehungen. Sie stimmen mit diesen
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darin iiberein, daf3 sie durch starke Elektronenbestrahlung zerstort wer-
den. Offenbar bestehen sie aus Substanzen, die sich bei der Bestrahlung
zersetzen und bei hoheren Temperaturen im Vakuum fliichtig sind. Die
Abb. 21 und 22 zeigen auch bei Streptokokken strahlenempfindliche

Abb. 17. 4811/40. Ruhrbakterien (Flezner), 63std. Agarkultur. Tertiire Zellen teils mit, teils ohne
Granulationen. Letztere bestehen entsprechend ihrer geringen Schwirzung im wesentlichen nur noch
aus den Membranen und sind moglicherweise abgestorben, Elektronenoptisch: 12000:1; Abb, 18000:1.

Gebilde, wie wir sie bei Ruhrbakterien sahen (Abb.16,17). Die Be-
grenzung der Einschliisse erscheint besonders scharf. Sie heben sich
zundchst durch ihre gréBere Dichte vom iibrigen Cytoplasma ab und
werden nach intensiver Bestrahlung als Aussparungen sichtbar. Sie
gleichen hierin auch den Polkérpern der Diphtheriebazillen (Abb. 19
und 20). Falls die undurchstrahlbaren priméren und sekundiren Zell-
formen strahlenempfindliche Einschliisse enthielten, miiiten diese bei
starker Bestrahlung als Liicken sichtbar werden.
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Von einem Kernédquivalent (Nucleoid), wie es sich lichtoptisch auf Grund
der Feulgenreaktion und durch die Ultraviolettabsorption nachweisen lift,
ist elektronenoptisch in der Regel nichts zu sehen. Vielleicht liegen die Ab-
bildungsverhiltnisse dhnlich wie bei der Betrachtung wvon Leukocyten,
Malariaplasmodien und Trypanosomen,!* die aus Citratblut mit Os,0, fixiert
wurden. Auch in diesen Zellen ist im Gegensatz zu zahlreichen anderen
(z. B. unfixierten kernhaltigen roten Blutkorperchen) elektronenoptisch
hiufig der Kern gegeniiber dem Protoplasma nicht so abzugrenzen, wie es

ShaN  UPaTE Ty N

Abb. 18. 5594/40- Proteusbakterien, 3std. Fleischwasserkultur. Zellen mit Vakuolen (tertiire Formen ?)
neben primérer Zelle. Elektronenoptisch: 12000:1; Abb. 24000:1.

dem von der Lichtmikroskopie gewohnten Bild entspricht. In der Massen-
dicke besteht dann an der Grenze der beiden Zellbestandteile kein Unter-
schied, der ausreicht, um Schwétrzungsunterschiede im Bild zu ergeben. Viel-
leicht wird es einmal méglich sein, ihn durch préparative MaBnahmen herbei-
zufithren. Bisher geben die Bilder keine posﬂuven Aufschlisse zum Problem
des Kernaqulvalents, dagegen bestétigen sie die Berechtigung zur Unter-
scheidung von primiren und sekundiren Zellformen.

Die biologische Bedeutung der Zellumwandlungen ist in einer An-
passung an die mit dem Alter der Kultur schlechter werdenden Lebens-
bedingungen zu sehen. Bei den jungen priméren Zellen besteht ein inniger
Kontakt zwischen Cytoplasma und Membran (Abb. 7); beim Ubergang
zu den sekundiren Formen trennt sich die Membran vom Cytoplasma
(Abb. 10), bis ein breiter Saftraum entsteht (Abb.11). Der Stoffaus-
tausch mit dem Nihrmedium findet bei diesen Zellen unter verdnderten
inneren Bedingungen statt. Die tiefe Schwirzung des Cytoplasmas
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(Abb. 11) 148t auf besondere Dichte schlieBen. In Ubereinstimmung
damit sinken die sekundéren Zellen in Bouillonkulturen bevorzugt auf
den Boden. Bei den tertidren Formen ist im Cytoplasma selbst eine
Umorganisation vor sich gegangen, die moglicherweise in der Anhaufung

Abb. 19.
Abb. 19 und 20. 2112/41, 2113/41. Diphtheriebakterien mit Polkérpern nach

von Reservestoffen an den strahlenempfindlichen Punkten besteht;
vielleicht sind es aber auch Stoffe, die einem Verbrauch besonders lange
widerstehen. Im ganzen haben die Zellen stark an Substanz verloren
(Abb. 16 und 17). In welcher Weise sich bei Einsaat auf frischem Nahr-
boden die tertidren bzw. sekundiren Formen wieder in priméire zuriick-
verwandeln, haben wir nicht verfolgt. Es ist bekannt, daf in Abhidngig-
keit Vom Alter der iibertragenen Keime die logarithmische Wachstums-
phase in ungleichen Zeiten (Latenzzeit) erreicht wird.l® Die verschiedenen
Zustandsformen der inneren Organisation der Bakterienzellen sind bei
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der Beurteilung der Frage, warum Bakterien aus jungen Kulturen den
Einwirkungen der Phagen und insbesondere der Lyse leichter erliegen
als solche aus élteren Kulturen, zu beriicksichtigen. Jensen!® hat dies
bei lichtmikroskopischer Beobachtung schon getan. Néahrstoffmangel

Abb. 20.
schwacher und intensiver Bestrahlung. Elektronenoptisch: 11000:1; Abb. 16500:1.

allein fiihrt nicht zu den beschriebenen Verinderungen, wahrscheinlich
wirken zelleigene Stoffwechselprodukte als auslosendes Agens mit.
In 1:1000 oder stirker verdiinntem Fleischwasser vermehren sich die
Zellen zwar nur langsam, behalten aber lingere Zeit die primére Form
bei. Die gegen die Einwirkung der Bakteriophagen resistenten Keime
gehoren ebenfalls noch diesem Typus an.

Die Verdinderung der Bakterien bei der Lyse betreffen vor allem die
primiren Zellen als die zahlenmaBig weit iiberwiegende Form in jungen
Fleischwasserkulturen. Seit d’Herelles lichtmikroskopischen Beobach-
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tungen ist bekannt, daf zunéchst eine Quellung eintritt,* der sehr plotz-
lich die Auflésung folgt. Bayne-Jones und Sandholzer'® haben den Vor-
gang mikrokinematographisch festgehalten und fiir Colibakterien ge-

Abb. 21.

YN

Abb. 22.

Abb. 21 und 22. 6118/40, 6119/40, Streptokokken mit strahlenempfindlichen Einschliissen. Elektronen-
optisch: 12000:1.

funden, daB die Zellen in Bruchteilen von Sekunden zerfallen. Besonder-
heiten iiber Verinderungen im Zellinnern oder an der Membran sind auf
ihren Bildern nicht zu sehen** Bei der auBerordentlich raschen Zer-
storung der Bakterien sind in einem gegebenen Augenblick immer nur
wenig Zellen im Zerfall begriffen. Elektronenoptisch findet man in
Ubereinstimmung hiermit in Fleischwasserkulturen, deren Zellgehalt

* Eine Ausnahme macht Bacillus megatherium, *.
** Die Abbildungen von E.Gjorup, Kopenhagen (1925), sind mir leider
nicht zugéinglich geworden.
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Abb. 23. 4896/40. Staphylokokken, kurz nach Zusatz eines Lysats. Elektronenoptisch: 14000:1.

durch die Lyse bereits in Abnahme begriffen ist, vorwiegend unverandert
erscheinende, dichte primdre Zellen. Verénderte Zellen treten diesen
gegeniiber zuriick. Besonders Staphylokokken zeigen bei verschieden

Abb. 24. 5134/40. Staphylokokken, beginnende Lyse der Kultur. Elektronenoptisch: 23000:1; Abb.:
34000:1.

weit fortgeschrittener Lyse ein auffallend einformiges Bild (Abb.23
bis 26). Von den neben den Bakterien liegenden Formelementen soll
zunéchst noch abgesehen werden. Gelegentlich fallen Zellen auf, in denen
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Abb. 25. 4891/40. Staphylokokken, fortgeschrittene Lyse der Kultur. Ungleiche KokkengroBe. Elek-
tronenoptisch: 11000:1; Abb.: 22000:1.

sich das Cytoplasma innerhalb der Membran in tetraederartiger Form
zuriickgezogen hat (Abb. 23,24). In spateren Stadien der Lyse findet

Abb. 26. 5265/40. Staphylokokken, fast vollkommene Lyse der Kultur. Besonders ungleiche GréBen
der Kokken, die der Auflosung nicht anheimfielen. Elektronenoptisch: 8300:1.

man abnorme Unterschiede der KokkengroBe, wie sie Sanderl? beschrieben
hat. Wahrscheinlich ist der Teilungsmechanismus bei den abnorm
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grofBen Zellen durch die Phagen oder Stoffwechselprodukte, die bei der
Lyse auftreten, gestort (vgl. Abb. 1—6 mit Abb. 25 und 26).

Bei Bakterien sind die Bilder der Zellen aus lytischen Kulturen viel-
gestaltiger. Neben unverdnderten Zellen findet man solche, deren Um-
grenzung iiberall verschwommen erscheint (Abb. 27, 28) oder stellen-
weise vollkommen zerfliet (Abb. 29, 30). Auch Zellen, die stark gequollen
erscheinen, koénnen beobachtet werden (Abb. 31, 32), und schlieBllich
solche, an denen die Membran zwar teilweise noch deutlich sichtbar,
polar (Abb. 33) oder seitlich (Abb. 34, 35) aber so zerstort ist, daBl der
Zellinhalt austritt. Die Zellen sind vor der Auflésung besser durch-

Abb. 27. IIT 138/39. Colibakterium, beginnende Lyse der Kultur. Elektronenoptisch: 14000:1;
Abb.: 21000:1.

strahlbar, d. h. sie verlieren schon vor der volligen Zerstérung an Substanz.
Wo mehr oder weniger punktférmige Elemente auftreten, liegen diese
neben und auf, bzw. unter den Zellen. RegelméfBig sich wiederholende
morphologische Besonderheiten, die im Sinne einer intrazelluliren
Viruskolonie gedeutet werden koénnten, sind im Innern nicht zu sehen.

Formelemente, welche als Phagen angesprochen werden kinnen, sieht
man neben den Bakterien in grofer Zahl (Abb. 23—25, 27—34). Die
mit den gesuchten Phagen etwa iibereinstimmende Grofle geniigt aber
nicht, um sie als die bei der Lyse wirksamen Einheiten zu bezeichnen.
Schon in Kulturen, an welchen niemals Erscheinungen der Bakterio-
phagie beobachtet wurden, findet man Teilchen kolloider GroBe (Abb. 4,
5,7, 9, 11—14, 18). Es kann sich dabei um Stoffwechselprodukte handeln,
die durch die Bakterienmembran in #hnlicher Weise wie die Kapsel-
substanz18 abgeschieden werden,!® oder auch um Néhrbodenbestandteile.
Bei genauer Beobachtung lassen sich nach der Form und dem Verhalten
im Elektronenstrahl verschiedenartige Teilchen unterscheiden.
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Auskristallisierte Substanzen aus dem Nahrmedium sind, wenn die
Kristallbildung nicht zu klein ist, leicht zu erkennen und scheiden als
fragliche Phagen aus (Abb.36). Einen Hinweis darauf, welche Teil-

Abb, 28. 4612/41. Ruhrbakterien, beginnende Lyse der Xultur. Zahlreiche diplokokken&hnliche
d’Herellen rechts im Bild. Osmiumfixation. Elektronenoptisch: 15000:1.

chen als Phagen angesprochen werden konnen, hofften wir in der Ad-
sorption an die Zelloberflache zu finden. Allerdings kann man nie sicher
sein, ob die an der Oberfliche liegenden Partikel nicht erst bei der Auf-

Abb. 29. 1825/40. Typhusbakterien, beginnende Lyse der Xultur. Elektronenoptisch: 12000:1;
Abb.: 18000:1.

trocknung in Bakteriennéhe abgelagert wurden. Als ersten auffallenden
Befund stieBen wir in phagenhaltigen Colikulturen?® auf verschieden
grofle, zur Aggregation neigende kugelige Gebilde, die bei der Elektronen-
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bestrahlung zerstort wurden (Abb.37,38). Auch in Reinpraparaten
von Phagen?! waren sie zu finden. Die kompakten Teilchen verwandeln
sich bei der Zersetzung in Ringe (Abb.27,29—32) und zwar so, daB

[

Abb. 30. 1865/40. Colibakterium, fortgeschrittene Lyse der Kultur. Elektronenoptisch: 15000:1;
Abb.: 22500:1.

groBere Teilchen zunédchst mehrere Ringe bilden und dann zu einem ver-
schmelzen (Abb. 31 und 32). Ihre Strahlenempfindlichkeit schien auf
chemische Beziehungen zu den sich éhnlich verhaltenden Zelleinschliissen
(Abb. 15—17, 19—22) hinzuweisen, in denen wir anfanglich Kerndquiva-
lente vermuteten. AuBer in Colikulturen fanden wir solche Teilchen bei
Typhus- und Ruhrbakterien, wih.end bei Staphylokokken kleinere und
weniger strahlenempfindliche Gebilde auftraten (Abb. 23—25). Aus der
Art der Zusammenlagerung und der verschiedenen GroBen der Einzel-
teilchen ist eine starke Aggregationsneigung ersichtlich. Bloch® hat bei
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der Beobachtung seines Potenzierungseffekts, der beim Durchschiumen
phagenhaltiger Bouillon auftritt, indirekt auf eine Neigung zur Aggregat-
bildung geschlossen. Die bevorzugte ILagerung der strahlenempfind-

Abb. 31, 1797/40. Colibakterium, beginnende Lyse der Kultur Elektronenoptisch: 18000:1; Abb.: 36000:1
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lichen Partikel an der Zelloberfliche, ihr Auftreten in Phagenreinpripa-
raten und die Bildung der Aggregate sprachen dafiir, daB hier das ,,Phagen-
protein® vorliegt.
Weitere Beobachtungen zeigten aber eine Gruppe andersartiger,
Archiv f. Virusforschung, Bd.II, H. 4. 26

Abb. 32, 1798,40. Dieselbe Zelle wie Abb. 31, stiirker bestrahit.
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méglicherweise zusammengehoriger Formelemente, die ebenfalls Phagen
sein konnten (Abb.39—57). Ein besonders auffallendes wurde schon
kurz beschrieben.23 Sie sind so eigenartig, daf3 sie bei der weiteren Beobach-

Abb. 33. 4617/41. Ruhrbakterium, beginnende Lyse der Kultur. d'Herellen an der Zellmembran.
Osmiumfixation. Elektronenoptisch: 15000:1.

tung der Bakteriophagie und bei allen theoretischen Erérterungen nicht
iibergangen werden konnen. Gemeinsam ist ihnen, im Gegensatz zu den
bisher beschriebenen Formen, die weitgehende Gleichheit der Einzel-

Abb. 34, 4078/40. Ruhrbakterien, deutliche Lyse der Kultur. Zwei keulenférmige d’Herellen ver-
schwommen sichtbar. Elektronenoptisch: 25000:1.

teilchen und diesen wiederum eine Gestalt, die darauf schlieBen laBt,
daB die Teilchen aus verschiedenen Bestandteilen aufgebaut sind. Sie
sind nicht Aggregate gleichartiger, kleinerer Grundbausteine, wie die
pflanzenpathogenen Virusproteine. Ihr Auftreten in taches vierges!®
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bestérkte uns darin, sie mit den Erscheinungen der Bakteriophagie in
engen Zusammenhang zu bringen. Da aber ebensowenig wie bei den vorher
beschriebenen Elementen quantitativ der Nachweis erbracht ist, daB

Abb. 35. 4077/40. Ruhrbakterium, deutliche Lyse der Kultur. Elektronenoptisch: 25000:1.

sie die kleinste iibertraghare Einheit beim Phinomen der Lyse darstellen,
konnen sie vorlidutfig so wenig wie diese mit Sicherheit als die gesuchten
Phagen bezeichnet werden. Wir haben sie jedoch bisher nur bei der

Abb. 36. 1833/40, Typhusbakterien, beginnende Lyse der Kultur. Auskristallisation von Salzen um
die Zellen. Elektronenoptisch: 10000:1; Abb.: 15000:1.

Bakteriophagie beobachtet und werden sie daher in Wiirdigung der
Verdienste von F.d’Herelle, dessen Arbeiten die Phagenforschung ins
Leben gerufen haben, als ,,d’Herellen bezeichnen. Eine Identifizierung

mit den Phagen oder eine Deutung iiber die belebte oder unbelebte Natur
26+
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dieser Gebilde vorwegzunehmen, beabsichtigen wir mit dieser Benennung
zuniichst noch nicht.

Nach der verschiedenen Gestalt sind kugelformige (Abb. 39—46),
keulenférmige (Abb.45—55) und stdbchenférmige (Abb. 55—57) d’He-
rellen zu unterscheiden, deren GesamtgroBe recht verschieden ist. Den
Bakteriologen werden sie an Kokken oder Diplokokken, sporentragende
Tetanusbazillen und Diphtheriebazillen mit Polkérpern erinnern, wobei
die Abmessungen jedoch erheblich kleiner sind. Auf Abb. 28, 33 und 34
waren neben den in Auflésung begriffenen Ruhrbakterien kugelformige

Abb. 37. 1725/40. Colibakterium aus phagen- Abb. 38. 1728/40. Dieselbe Zelle wie Abb.37
haltiger Fleischwasserkultur mit angelagerten nach starker Bestrahlung; vgl. auch Abb. 31
strahlenempfindlichen, aber noch nicht sichtbar und 32,
verdnderten Partikeln.
Elektronenoptisch: 15000:1.

bzw. keulenformige d’Herellen schon zu sehen. Nicht immer sind diese
beiden Formen sicher voneinander zu unterscheiden. Deutlich zeigt
kleine kugelige Formen Abb.39 an der Zellbegrenzung und den mit
Pfeilen gekennzeichneten Stellen. In gleicher Weise, wie hier aus einer
fast gelosten Fleischwasserkultur, sind sie in sterilen Flecken auf Agar-
nihrbéden zu finden (Abb. 40). IThr Durchmesser betrigt nur 35—45 mu.
Bei genauer Betrachtung fillt auf, daB mnicht alle véllig homogen sind
(Abb.41). Starke Elektronenbestrahlung verstirkt diesen Eindruck
(Abb. 42). Die Zerstorung ist aber nicht so vollsténdig wie bei der friither
beschriebenen Ringbildung (Abb. 31, 32 und 37, 38). Mitunter erscheinen
die kugeligen d’Herellen nicht kokken-, sondern diplokokkenformig,
wenn auch nicht so deutlich wie der Kopfteil mancher keulenférmigen
d’Herellen. Aus Coli- und Streptokokkenkulturen sowie besonders
aus Kulturen von Enterokokken gewannen wir dhnliche, deutlich gréBere,
um 70 mu messende d’Herellen-Formen (Abb. 43—46). Sie erscheinen
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zum Teil dichter als bei Ruhrbakterien (Abb.43) und sind ebenfalls
nicht immer vollig homogen (Abb.44). An einzelnen sieht man einen
duBerst zarten Fortsatz (Abb. 45, 46), der sich kaum vom Untergrund

Abb. 39. 4624/40, Ruhrbakterien und kugelformige d’Herellen nach fast volliger Lyse der Kultur.
Elektronenoptisch: 12000:1; Abb.: 18000:1.

abhebt, da am Trigerfilm auller den d’Herellen stets mehr oder weniger
uncharakteristische Auftrocknungen haften. Vielleicht bestehen Uber-
ginge von den kleinen kugelférmigen zu den keulenférmigen d’Herellen.

Der Fortsatz zeigte sich bei Priaparaten von Ruhr-, Proteus- und mit-
unter Colibakterien so deutlich, daB er keinesfalls als eine Zufélligkeit
betrachtet werden kann (Abb. 47—55). Seine Linge ist sehr verschieden,
sie betrigt 25—250 my, die Dicke etwa 20 mu. Der Kopfteil mifit bei
den keulenférmigen Ruhr-d’Herellen rund 90 X110 mg. Er unterscheidet
sich bei Ruhr-d’Herellen von Enterokokken-d’Herellen aufler durch die
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Abb. 40. 8586/41. Ruhrbakterien und kugelformige d’Herellen aus einem tache vierge. Phageneinwirkung auf 4std. Bakterienrasen
1*/ Stunden. Elektronenoptisch: 9000:1; Abb.: 22000:1.

verschiedene GroBe auch durch die Diplokokkenform. Nicht immer
sind beide Kokkenhilften gleich groB. Es wire moglich, daB alle kugeligen
d’Herellen Fortséitze besitzen, dal diese aber wegen ihrer zu geringen
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Abb. 41. 4644/41. d’Herellen nach vélliger Lyse einer Ruhrkultur. Osmiumfixation. Elektronenoptisch:
15000:1; Abb.: 22500:1.

Abb. 42, 4641/41, d’Herellen nach fast volliger Lyse einer Ruhrkultur sehr stark bestrahlt; Osmium=
fixation. Elektronenoptisch: 15000:1; Abb. 22500:1.
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Abb. 43. 823/41. Enterococcus und Gruppe von  Abb. 44. 327/41. Gruppe von d’Herellen an Resten
d’Herellen nach Zusatz von Lysat zu junger  aus einer Enterokokkenkultur haftend. Elek-
Fleischwasserkultur. Elektronenoptisch:11000: 1. tronenoptisch: 11000:1; Abb.: 16500:1. ¢,

Dicke nicht abgebildet werden. Indessen spricht die verschiedene Form
und GroBe der kleinen kugeligen d’Herellen und des Kopfes der keulen-

Abb. 45.
Abb. 45 und 46. 833/41; 835/41. d’Herellen aus vollig geloster

férmigen d’Herellen aus dem gleichen Stammaterial (Ruhr) doch fiir eine
bestehende Verschiedenheit. Es sei denn, wir nehmen an, daB sich die
keulenférmigen d’Herellen aus den kleineren, kugelformigen entwickeln.
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Sowie man sich gewdhnt hat, auf die d’Herellen zu achten, findet
man sie auch in Priparaten, die reichlich unspezifische Partikel ent-
halten (Abb.49). Die Fortsitze sind aber dann meistens verdeckt.
Wahrscheinlich ist dies auch bei gewissen, zunédchst als kugelférmig
angesehenen d’Herellen der Fall (Abb. 28, 33, 41 und 42). In unfixierten,
formalin-, osmium- oder hitzefixierten Priparaten findet man die
d’Herellen in gleicher Weise. Wie die anfianglich beschriebenen Partikel
neigen sie zu Aggregatbildung, wobei bevorzugt die Fortsitze unter-
einander (Abb.51 und 52) oder mit Fremdbestandteilen verkleben
(Abb. 53). Auch an der Bakterienmembran scheinen vor allem die Fort-
sétze zu haften oder sogar senkrecht durch die Membran in das Zellinnere
hineinzuragen (Abb. 54).

Die freiliegenden keulenférmigen d’Herellen sind in Bakteriennihe
dagegen umgekehrt orientiert, nimlich so, daB der Fortsatz von den
Zellen weggerichtet ist (Abb. 47, 48). Man konnte bei der Betrachtung
der Bilder ebenso gut an Gameten als an Parasiten denken. Die Orien-
tierung ist keine Folge einer LebensiuBerung, sondern ein Effekt der
Auftrocknung. Sie erfolgt auch an fixierten, also abgetéteten Praparaten

Abb. 46.
Enterokokkenkultur. Elektronenoptisch: 11600:1; Abb.: 16500:1.

und hingt damit zusammen, daf dort, wo die Bakterien liegen, das
Priparat am lingsten feucht bleibt. Wenn sich beim Auftrocknen die
Fliissigkeitsschicht auf dem nicht benetzbaren Film in Richtung auf die
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Bakterien zuriickzieht, richten sich die d’Herellen in der auf den Bildern
sichtbaren Weise aus.

Abb.: 20000:1.

ige d’Herellen aus einer mit Lysat versetaten Aufschwemmung einer

24std. Agarkultur. Formalinfixation. Elektronenoptisch: 10000:1;

Abb. 47. 5187/41. Ruhrbakterium und keulenform:

In Colikulturen fanden wir kugel- und keulenférmige d’Herellen
selten, dagegen- héufig Stabchenformen (Abb.55—57). Verschiedene
Formen kénnen — wenn auch sehr selten — nebeneinander vorkommen
(Abb. 55). Die etwa 140 my langen und 35 mpy breiten Stibchen sind
im Ganzen wenig dicht, nur wenig stirker als die Fortsitze der keulen-
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formigen d’Herellen. An den Enden tragen sie meist zwei punktférmige,
nicht immer ganz symmetrische Verdichtungszentren von 25 my Durch-
messer. Sie erinnern dadurch an das lichtmikroskopische Bild von
Diphtheriebazillen. Die stidbchenformigen d’Herellen fanden wir bis
jetzt nur in phagenhaltigen Colikulturen, meist in einem annéhernd rechten

Abb. 48, 5189/41. Wie Abb. 47, die Zellen zeigen zum Teil Uberginge zum sekundiren Typus,
: Formalinfixation.

‘Winkel von der Zellmembran abstehend (Abb. 56 und 57), selten frei neben
den Zellen liegend; U. Kottmann® hat von ihnen besonders eindrucks-
volle Bilder gewonnen.

Die Bezichungen der d’Herellen zu den Bakterien sind schon kurz
beriihrt worden. Wir haben gesehen, daB sie an der Zelloberfliche haften
konnen (Abb. 54, 56, 57). Es gelingt aber nicht mit jedem Bakterien-
stamm, die d’Herellen quantitativ dadurch an die Membranen der Bakterien
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zu binden, da man frische Bakterien in ein homologes Lysat einbringt.
Die Frage, ob die d’Herellen die entscheidenden iibertragbaren Elemente
sind, wire dann leichter zu beurteilen. Daf sie hdufig nach dem Waschen
an den Zellen nicht mehr haften, kann mit dem Milieuwechsel zusammen-
hiingen, besonders mit der beim Waschen eintretenden Anderung des
osmotischen Druckes. Zum Vergleich sei angefiihrt, dafl Bartonellen,
die in dhnlicher Weise aulen an roten Blutkérperchen haften wie d’He-

Abb. 49. 5028/41. Wie Abb. 47; Osmiumfixation. Elektronenoptisch: 10000:1; Abb.: 15000:1.

rellen an Bakterien, bei Behandlung der roten Blutkérperchen mit Koch-
salzlosung oder bei der Hamolyse von der Zellmembran ebenfalls abfallen
konnen In Ubereinstimmung mit den morphologischen Ergebnissen
findet man nach dem Sedimentieren einer mit frischem Lysat versetzten
Aufschwemmung junger Bakterien in der iiberstehenden Fliissigkeit
einen zwar herabgesetzten, aber doch noch beachtlichen Phagentiter.
Bis zur fiinften oder sechsten Waschprozedur lassen sich Phagen noch
im Waschwasser nachweisen. Ein genauer quantitativer Vergleich zwi-
schen dem Titer des Waschwassers und der d’Herellen-Zahl ist noch nicht
durchgefiihrt.

Besprechung der Ergebnisse.

Die physiologische Zellumwandlung innerhalb alternder Bakterien-
kolonien zeigt keine Beziehungen zu den Veridnderungen der Bakterien
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bei der bakteriophagen Lyse. Von den beschriebenen Formentypen sind
es die priméren Zellen, die der Lyse anheimfallen. An sekundiren Zellen
wurde zwar noch eine Bindung der Phagen beobachtet (Abb. 54, 57),
alle in Auflésung begriffenen Zellen gehérten aber dem priméiren Typus
an (Abb. 29,35u.a.). Wahrend in alten Kulturen die Zellmembranen lange
erhalten bleiben, scheint bei der Lyse gerade die Membran jener Zelltei]
zu sein, der von den Phagen nicht nur zuerst befallen, sondern auch zuerst,

Abb. 50. 5074/41. Wie Abb. 47, Lyse nicht durch Fixationsmittel, sondern durch Erwirmen auf 60°
unterbrochen (Hitzefixation). Elektronenoptisch: 11006:1; Abb.: 16500:1.

zerstort wird. Zwar kann dieser Zerstérung eine Quellung der ganzen
Zelle vorausgehen, die Auflosung selbst hat aber eine Schidigung der
Membran zur Voraussetzung. Bei der Lyse bleiben keinerlei nachweisbare
Zellbestandteile iibrig, d. h. weder Reste der Membran oder des Cyto-
plasmas noch isolierte Kerndquivalente. Falls bei der Auflésung lytische
Fermente mitwirken, miissen diese, da sie Zellbestandteile auflésen,
deren chemischer Aufbau verschieden ist, auch selbst verschiedener Art
sein. Bis jetzt ist weder ihre Herkunft bekannt noch iiberhaupt ihr
Nachweis getrennt von der Phagenwirkung gegliickt. Es ist daher in
Erwigung zu ziehen, ob der Bakterienzerfall ohne Mitwirkung lslicher
Fermente, nur unter der unmittelbaren Einwirkung der Phagen oder als
Folge der Phagenneubildung eintritt. Bei dem augenblicklichen Stand
unserer Kenntnisse kann dariiber nichts endgiiltiges ausgesagt werden.

Alle Partikel, die als ,,Phagen* in Frage kommen, fanden wir auler-
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halb oder, vorsichtiger ausgedriickt, nie mit Sicherheit innerhalb der
Zelle. Es ist zwar moglich, daB eingedrungene Partikel durch die Dichte

Abb. 51.

Abb. 52.

Abb. 51 bis 53, 5038/41, 5039/41, 5033/41. Einzeln und aggregiert liegende d’Herellen aus Ruhrlysat,
d’Herellen sind nicht an die Bakterien gebunden; Formalin-
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des Cytoplasmas verdeckt werden und deshalb nicht erkennbar sind, es
erscheint uns aber fraglich, ob Teilchen der zur Diskussion stehenden
GroBe iiberhaupt die intakte Membran zu durchdringen vermégen.
Kleinste kolloide- Silberteilchen, die infolge der Abgabe von Silberionen
die Zellen toten, gelangen nicht in das Zellinnere, wihrend sich das Ein-
dringen von Ionen (Hg bei der Sublimatvergiftung) im Ubermikroskop
gut nachweisen lift.*

Wenn die Phagen — gleichgiiltig, ob die d’Herellen oder andere
Partikel darunter zu verstehen sind — nur von auflen einwirken, muB3
auch ihre Vermehrung auBerhalb der Bakterienzelle vor sich gehen. Wir
miissen dann die Bindung der Phagen an der Zelloberfliche in einen
engeren Zusammenhang mit ihrer Vermehrung bringen. Dies kann unter
der Annahme geschehen, daf3 die Phagen Eigenschaften belebter Gebilde
besitzen und aus den Bakterien von auflen Substanzen zur Assimilation
aufnehmen, vielleicht dhnlich wie Bartonellen, die sich auf der Ober-
fliche von roten Blutkorperchen vermehren. Bei einer ausschlieBlich
chemischen Betrachtung kommt man zu der Annahme, daB diejenigen
Gruppen der Zelloberfliche, die die Bakteriophagen binden, sich auch
mit den Phagen chemisch vereinigen, wihrend sie anderseits von der
Bakterienmembran abgestoBen werden. Stellt man sich vor, daB die so
entstehenden Teildefekte im Aufbau der Membran, bzw. die abgestoB8enen,
fiir die Bindung der Phagen verantwortlichen chemischen Gruppen von

Abb. 53.

in welches nach der Lyse frische Ruhrbakterien aus 24std. Agarkultur eingebracht waren. Die
fixation. Elektronenoptisch: 12000:1; Abb.: 18000:1.
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der Zelle fortgesetzt regeneriert werden und sich der gleiche ProzeB eine
bestimmte Zeit lang wiederholt, so nehmen die Phagen zu, wihrend die
Bakterien an Substanz verarmen und schlieBlich erschopft werden.
Funktion und Aufbau der Membran und damit auch der ganzen Bakterien-
zelle bleiben dann nicht mehr erhalten und die Zelle kann méglicher-
weise ohne Einwirkung lytischer Fermente zerfallen. Da die GroBe der
Phagen die der spezifisch bindenden Gruppen an der Zelloberfliche
iibertrifft, konnen mehrere solche Gruppen einen Phagen an der Bak-
terienmembran binden, so dal mit der Ablésung einer einzelnen Gruppe
die Phagen nicht véllig die Verbindung mit den Bakterien zu verlieren

Abb. 54, 5722/40. An Membranresten von Proteusbakterien mit dem Fortsatz haftende keulenformige
d’Herellen. Elektronenoptisch: 14000:1: Abb.: 21000:1.

brauchen. Unabhéngig davon, ob wir die Phagen als belebt oder un-
belebt betrachten, 148t sich ihre Wirkung und ihre Vermehrung auch ver-
stehen, wenn sie nicht ins Zellinnere eindringen. Die Vermehrung der
Phagen kann, falls wir sie an die duBlere Oberfliche der Membran ver-
legen, schon vor dem Zerfall der Bakterienzellen eintreten. Es wiirde so
verstindlich, warum ein Anstieg der Phagenzahl erfolgt, bevor eine
sichtbare Lyse mit einer Verminderung der Bakterienzahl eintritt und
warum bei der Lyse selbst ein Konstantbleiben des Bakteriophagentiters
beobachtet werden kann (Doerr und Griininger).® Die veranderte mor-
phologische Organisation dlterer Bakterienzellen — die die Beziehungen
des Cytoplasmas zur Membran betrifft — zeigt auch, warum die Wirkung
der Phagen in éalteren Kulturen nicht die gleiche ist wie in jungen. Das
Problem der Resistenz ist dagegen ein anderes, denn die Zellen aus
resistenten Kulturen sind ebenfalls nach dem primidren Typus gebaut.

Da bis in die jiingste Zeit?2.26 fiir die Phagendurchmesser auch sehr
viel geringere Grofen angegeben werden als die eingangs erwéihnten und
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die bei den d’Herellen gemessenen, mul noch durch Versuche ausge-
schlossen werden, daBl es sich bei letzteren um Reaktionsprodukte von
sekundirer Bedeutung aus phagenbefallenen Zellen handelt. Die Tat-
sache, daB die am hiufigsten auftretende d’Herellen-Form, die Keulen-
form im ,,Fortsatz* ein besonderes Haftorgan besitzt, spricht gegen die
sekundire Bedeutung dieser Gebilde. Durch die Feststellung der Be-
ziehung der Zahl der d’Herellen zur Zahl der iibertragbaren lytischen
Einheiten (Phagentiter), wird sich die Frage nach ihrer Identitdt ein-
deutig entscheiden lassen. Die methodische Voraussetzung zur Durch-
fithrung entsprechender Versuche ist durch die Ermoglichung genauer

Abb. 55. 5238/41. Freiliegende keulenférmige und an der Membran eines Colibakteriums haftende
stidbchenformige d’Herellen. Beginnende Lyse. Elektronenoptisch: 12000:1; Abb.: 18000:1.

Teilchenzihlungen im Ubermikroskop ohne Anwendung einer Zéihl-
kammer nach dem Vorgehen von G. Riedel und H. Ruska® gegeben. Es
miissen hierzu in jedem 2 ein oder mehrere der zu zéhlenden Teilchen
sein, d. h. 1022101 in 1 ccm. Auch vollkommene Reinpriparate der
,,Phagen konnten die schwebende Frage entscheiden. Die Herstellung
von 1 emm Phagensubstanz erfordert bei einem Phagendurchmesser von
50 my und einem Titer von 107 etwa 10001 Kulturflissigkeit. Den
groBen Zahlen wirksamer Einheiten stehen ungeheuer kleine Substanz-
mengen gegeniiber, die aus einem Gemisch isoliert werden miissen.
Tn welcher Weise die verschiedenen d’Herellen-Formen untereinander
zusammenhiingen, welches ihre Vermehrungsweise ist, ob sie Glieder
eines zusammengehirigen Entwicklungszyklus sind und ob die Wirkung
verschiedener Formen eine verschiedene ist, sind nur einige der Fragen,
die noch der Klirung bediirfen. Nach unseren Bildern sind die d’Herellen
jedenfalls die einzigen typischen bei der Bakteriophagie neben den
Archiv f. Virusforschung, Bd. II, H. 4. 27
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Bakterien auftretenden Formelemente, woraus sehr wahrscheinlich wird,
daf} sie die Phagen selbst darstellen. Sollte sich zeigen lassen, daB die
d’Herellen tatséchlich das maBgebende Agens sind und daB sie in ver-
schiedenen Entwicklungsformen auftreten, so wire zum mindesten die
besonders durch Northrop?® gestiitzte Hypothese von der Proteinnatur
der Phagen nicht mehr aufrecht zu erhalten. Nach den giiltigen Vor-
stellungen erscheint es ausgeschlossen, das hochmolekullare Proteine in

Abb. 56. 5343/41. Stidbchenférmige d’Herellen an priméren Colibakterien bei beginnender Lyse;
Formalinfixation. Elektronenoptisch: 10000:1; Abb.: 20000:1.

Bezug auf die Dichte und Form der Makromolekiile so differenziert ge-
baut sind wie die d’Herellen. Diese wiren dann vielmehr das von
d’Herelle angenommene Bacteriophagum intestinale?® oder der Protobius
bacteriophagus.® Den Streit um die Natur der Phagen erneut mit nicht
beweisenden Argumenten aufleben zu lassen, wire verfritht. Ob man
die Phagen als belebt betrachten will oder nicht, scheint mehr ein
Problem der Definition des Lebens zu sein als eines der Bakteriophagie.

Dem Reichsforschungsrat dankt der Verfasser fiir Unterstiitzung
bei seinen Untersuchungen.

Fiir die Zusendung weiterer Phagenstémme, insbesondere von sporen-
bildenden Bakterien und von solchen, deren wirksame Einheiten nach
indirekten Messungen extrem verschiedene GréBen aufweisen, ,wire der
Verfasser dankbar.
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Abb. 57. 5341/41. Stibehenfrmige d’Herellen an sekuldéiren Zellen von Colibakterien; Formaunfixi.tlon.'
Elektronenoptisch: 10000:1; Abb.: 20000:1.

Zusammenfassung.
Einige Grundziige der Morphologie von nicht sporenbildenden Bak-
terien werden nach iibermikroskopischen Bildern beschrieben. Zellen ver-

schieden alter Kulturen lassen sich als primire, sekundére (G. Piekarski)
27%
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und tertidire Formen unterscheiden. Die priméren Zellen zeigen eine
gleichmiBige Verteilung des Cytoplasmas innerhalb der Membran und
einen nur schwach ausgebildeten oder fehlenden peripheren Saftraum.
Bei den sekundéren Zellen ist der Saftraum stark ausgebildet, die Membran
vom dichten Cytoplasma deutlich abgesetzt. In den tertiiren Formen
nimmt das Cytoplasma wieder den gesamten Innenraum der Membran
ein und kann strahlenempfindliche Verdichtungszentren sowie Vakuolen
zeigen.

Die bakteriophage Lyse betrifft von den beschriecbenen Formen den
primdren Typus. Bei der Auflésung wird die Membran zerstort, so daB
der Zellinhalt austritt. Es bleiben keine Cytoplasmareste oder Kern-
dquivalente sichtbar. Besondere Verdnderungen sind vor und Wahrend
der Lyse im Zellinnern nicht erkennbar.

Als Bakteriophagen kénnen um die Bakterien liegende Partikel
angesprochen werden, deren Gr6fBe mit den auf indirekten Wegen er-
mittelten PhagengréfBen iibereinstimmt: Neben verschiedenartigen,
wenig charakteristischen Teilchen werden verschiedene sehr gleichartige
Formen abgebildet, fir die die Bezeichnung d’Herellen vorgeschlagen
wird. Es sind kugelférmige, keulenférmige und stdbchenférmige d’Herellen
von verschiedener GesamtgroBe zu unterscheiden. Nach ihrer Form und
ihrer verschiedenen Dichte sind die d’Herellen keine aus gleichen Grund-
bausteinen zusammengesetzte Gebilde wie die bekannten hochmoleku-
laren Substanzen. Von den bisher abgebildeten pflanzenpathogenen
Virusformen sind sie véllig verschieden. Ob sie die kleinste tibertrag-
bare Einheit und damit die Phagen selbst sind, wird weiter verfolgt
werden. Alle bisher erhobenen Befunde sprechen fiir diese Annahme.

Einige Fragen iiber die Phagenvermehrung und den Lysevorgang
werden auf Grund der Beobachtung besprochen, dal die d’Herellen und
andere als Phagen in Frage kommende Partikeln nicht in das Zellinnere
einzudringen scheinen.
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