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Entkleidet man die verschiedenen Beschreibungen und Begriffs-
bestimmungen des Phinomens der Bakteriophagie oder der iibertrag-
baren Lyse aller Einzelheiten, welche nicht unbedingt zum Wesen
des Vorganges gehéren, so bleibt schlieBllich als Kern des gesamten
experimentellen Tatsachenmaterials die Aussage zuriick, daB jeder
Bakteriophagenprozell eine gegenseitige Beeinflussung lebender Bak-
terienzellen und eines von lebenden Bakterien abtrennbaren Stoffes re-
prasentiert; bei den Bakterien kommt die stattgehabte Bewirkung
durch eine Stérung ihrer normalen Funktionen, die sich bis zum Tode
und zur Auflésung der Zellen steigern kann, zum Ausdruck, bei dem
auslosenden Stoff durch eine gewaltige Zunahme seiner Konzentration.
Die Natur der Reaktion ist vorderhand voéllig unbekannt, so daB sich
die Hypothesenbildung in extremen, nur durch die Anlehnung an
naheliegende Analogien aus den Gebieten der Infektion, Immunitit
und Fermentforschung einigermafien eingeengten Grenzen bewegen
kann. Das Studium der Literatur lehrt iibrigens, dall man sich bisher
weniger mit der Natur der Bakteriophagenreaktion als mit den Eigen-
schaften einer Reaktionskomponente, des bakteriophagen oder lytischen
Prinzips, befafit hat; schon Twort und d’'Hérelle haben Experiment
und Spekulation ganz im letzteren Sinn orientiert, und die folgenden
Autoren sind von der einmal eingeschlagenen Richtung nur selten
und meist nicht entschieden genug abgewichen. Man findet daher
in einer groBen Zahl von Publikationen breit angelegte Erérterungen,
ob das lytische Prinzip ein Ultramikrobe oder ein unbelebtes Agens
ist, welche Teilchengrofle ihm zukommt, falls es in wasserigen Fliissig-
keiten dispergiert erscheint, welche Resistenz es gegen die verschie-
denen #uBleren Einflisse besitzt, in welchem Grade es sich zu ver-
mehren vermag und wie sich diese Zunabme messen li8t usw.; die
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Vorginge an den empfindlichen Bakterien treten dagegen stark in
den Hintergrund, indem man sich meist begniigt, die Bakferiolyse
ohne weitere Begriindung als die essentielle Verinderung zu betrachten
und sie mit den Auflosungen infizierter oder durch Fermente ge-
schiadigter Zellen auf eine Stufe zu stellen. Es ist zweifellos moglich,
auch auf diesem Wege zu einer weitgehenden Aufschliefung des Bak-
teriophagenproblems zu gelangen; aber man wird zugeben, da3 die
Methode einseitig und daher auch nicht frei von Fehlerquellen ist.

Von solchen Uberlegungen geleitet haben Doerr und Griininger
(vgl. die erste in der Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. verdffentlichte
Mitteilung) versucht, die Bakteriophagenreaktion als Funktion der Zeit
darzustellen. Da die Reaktion an sich einer derartigen Untersuchung
unzuganglich war, wurden die Verinderungen an den beiden wesent-
lichen Reaktionskomponenten, den lebenden Bakterien und dem bak-
teriophagen Agens, analysiert, und zwar zunichst in rein quantitativer
Hinsicht, durch Feststellung der Zahl der lebenden Keime einerseits
und durch Bestimmung der Lysinkonzentration andererseits. Die sonstigen
Reaktionsbedingungen (H-Ionenkonzentration, Zusammensetzung des
Néhrbodens, Temperatur) waren vorerst so gewahlt, dal sie ein Opti-
mum des Reaktionsablaufes ermoglichten; spiter wurden sie variiert
und die durch die jeweilige Variation bedingte Beeinflussung des Reak-
tionsgeschehens konstatiert.

Auf die Ergebnisse braucht hier nicht in extenso eingegangen zu
werden. Nur des leichteren Verstindnisses halber sei ein bei optimalen
Reaktionsbedingungen (pg = 7,65, Temperatur = 37°) angestellter
Versuch rekapituliert.

Versuch.

In einen im Wasserbad von 37° stehenden Kolben mit 200 cem Bouillon
wurden zur Zeit £ = 0 Colibakterien (14 000 lebende Keime pro Kubikzentimeter
Bouillon) und ein zugehoriges iibertragbares Lysin eingetragen; die Konzentration
desletzteren im Kolben war so eingestellt, daB 0,1 = 10— cem des Kolbeninhaltes
in 9 cem Bouillon noch gerade Auflésung (Bakteriophagie) hervorrief, wenn eine
Ose 16stiindiger Colibouillonkultur eingesit wurde. Die Lysinkonzentration
entsprach somit nach der von Werthemann vorgeschlagenen Bezeichnung dem
Lysinexponenten 1. Nun wurden nach verschiedenen Zeitintervallen Proben aus
dem Kolben entnommen und fiir jede Probe bestimmt:

a) die Zahl der lebenden Colibakterien (im Gelatineplattenverfahren),

b) die Konzentration des lytischen Prinzips mit Hilfe der von Appelmans

eingefithrten, von Werthemann modifizierten Dilutionsmethode.

Die nachstehende Abb. 1 (der Mitteilung von Doerr und Griininger
entlehnt) gibt die Resultate in graphischer Darstellung wieder; die
ausgezogene Linie verbindet die ermittelten Werte fir die Lysin-
exponenten, welche zu den Logarithmen der Lysinkonzentrationen
in engster Relation stehen, die gestrichelte die jeweils im Kubikzenti-
meter Bouillon vorhandenen Zahlen lebender Colikeime.
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Betreffs der Diskussion der beiden Kurven sei auf die Arbeit von
Doerr und Griininger verwiesen.

An dieser Stelle soll nur ein Moment genauer ins Auge gefaBt werden,
namlich der Umstand, daf8 die Lysinkonzeniration nach anfinglich
rapider Zunahme (Verzehnfachung in je 15 Minuten) pldtzlich stationdr
wird und in der Folge auf einem und demselben Niveau verharrt. Die
Erklirung dieser Erscheinung wire relativ einfach, wenn sie nur fiir
den beschriebenen Fall d. h. fiir den Komplex der hier gewihlten
Versuchsbedingungen zu gelten hatte. Aus der Abbildung geht hervor,
daf} die Arretierung des Lysinanstieges mit dem Aufhéren der Bak-
terienvermehrung bzw. mit dem Uberwiegen des Bakterienunter-
ganges iiber die Vermehrung fast zusammenfallt, und die kausale Ver-
kniipfung dieser gleichzeitigen Vorginge liegt nicht nur nahe, sondern
: muf} sogar bei der zwangldufigen Ab-
I 7 7] hangigkeit von Bakterienleben und
[T Lysinzunahme als gut begriindet an-
gesehen werden. Die Sachlage kom-
pliziert sich aber erheblich durch die
o weitere Beobachtung, daf die Lysin-
I.: ' produktion immer bei demselben Werte

/ l|¥_ ' halt macht, auch dann, wenn man von
oo o441 | ¥ _',\ | denVersuchsbedingungen,welchenAbb.1
N |4 AN entspricht, betrdchtlich abweicht. Die
00000 21— | /,-' | \_‘ | Durchsicht derVersuchsprotokolle von
1 19 (0 P _5,'/,;/ '\ Doerr und Griininger oder ein Blick

Y auf die Abbildungen in ihrer Arbeit
zeigt bereits, dall die maximale bzw.
Abb. 1. terminale Lysinkonzentration dem
Lysinexponenten 8 entsprach, gleich-
giiltig, ob die Bakterienvermehrung relativ gering oder sehr betracht-
lich war und ob das Lysin gleichzeitig mit den Bakterien oder erst 3 bis
5 Stunden spiter zur Versuchsbouillon zugesetzt wurde. Dazu kamen
noch sehr viele, zu den verschiedensten Zwecken ausgefiihrte Einzel-
titrationen bakteriophagenhaltiger Bouillons, bei denen immer wieder
der Lysinexponent 8 erhalten wurde, vorausgesetzt natiirlich, daB man
die Bakteriophagenreaktion vollstindig ablaufen lie und nicht durch
vorzeitiges Titrieren statt des Endtiters einen Zwischentiter bestimmte.
Terminale Lysinexponenten, welche vom Werte 8 verschieden waren,
gehorten zu den Seltenheiten. Die beobachteten Abweichungen schwank-
ten (fiir den untersuchten Colistamm und den zugehorigen Bakterio-
phagen) zwischen 7 und 9, waren also im Verhiltnis zur Gesamtkon-
zentration und bei Beriicksichtigung der Ungenauigkeiten des Titrations-
verfahrens nicht sehr groB.
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Man erhielt sonach den Eindruck, dafi der Zunakme des lytischen
Prinzips eine ganz bestimmite obere Grenze gezogen erscheint, welcher der
Reaktionsablauf — von den Reaktionsbedingungen bis zu einem ge-
wissen Grade unabhingig — zustrebt.

Einer Anregung von Doerr folgend, habe ich diese Verhiltnisse
genauer zu analysieren und die ersten aus ihnen ableitbaren Konse-
quenzen festzustellen gesucht, wobei sich mehrere interessante Tat-
sachen ergaben, interessant nicht nur an sich, sondern auch im Hin-
blick auf das Gesamtproblem der Bakteriophagie.

Wenn man eine bakteriophagenhaltige Bouillon nach dem Dilutions-
verfahren von Appelmans und Werthemann austitrieren will, geht man
bekanntlich so vor, da3 man eine Reihe von Eprouvetten mit je 9 ccm
steriler Bouillon hernimmt, in die erste 1 ccm der zu titrierenden Aus-
gangsbouillon, in die zweite 1 ccm aus der ersten usf. eintrégt, dann
die ganze Reihe mit je einer Ose einer 16stiindigen Bouillonkultur
des fiir das Lysin empfindlichen Bacteriums beimpft und die be-
schickten Rohrchen bei 37 ° hialt, bis die Reihe eine scharfe, sich nach
rechts nicht mehr verschiebende Grenze zeigt; die Rohrchen links
von der Grenze weisen einen klaren, jene rechts von der Grenze einen
triiben Inhalt auf, indem in den ersteren eine Bakteriophagenreaktion
abgelaufen ist, wahrend in den letzteren ungestorte Bakterienver-
mehrung erfolgte. Das letzte, noch klare Rohrchen der Reihe gibt
durch die Menge der zu titrierenden lysinhaltigen Ausgangsbouillon,
welche in ihm rechnungsgemifl enthalten ist, das MaB fir die Kon-
zentration des Lysins in dieser Ausgangsbouillon an.

In samtlichen klar gebliebenen oder klar gewordenen Eprouvetten
einer derartigen Auswertungsreihe spielt sich also eine Bakteriophagen-
reaktion ab, und zwar stets unter denselben Bedingungen; nur ein
Faktor wverdndert sich von Rohrchen zu Rdéhrchen, indem die initiale
Lysinkonzentration jeweils um das Zehnfache abnimmt oder — was das
namliche besagt — indem der Lysinexponent (zur Zeit ¢ = 0) von
links nach rechts jeweils um 1 sinkt. Erginzen wir die Reihe noch
nach links um ein Rohrchen, welches 9 cem konzentriertes Lysin (un-
verdiinnte Ausgangsbouillon) enthilt, so wird sie ein nach beiden
Seiten abgegrenztes Intervall reprisentieren, welches von der hochsten
bis zur geringsten (noch wirksamen) Lysinkonzentration reicht und
innerhalb dessen jedes Glied zu Beginn des Versuchs in drei (dasselbe
besagenden) Schreibweisen charakterisiert werden kann. Jedes Rohr-
chen 1aBt sich namlich bezeichnen a) durch die absolute Menge kon-
zentrierter Ausgangsbouillon, welche in ihm enthalten ist; b) durch
den Lysinexponenten, den man bei der Titration nach der Methode
von Appelmans und Werthemann finden wiirde bzw. tatsichlich fest-
stellt und 3. durch die Angabe des rechnungsmiBigen Verdiinnungs-
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grades. Fir eine Ausgangsbouillon vom Lysinexponenten 8 wiirde

eine solche komplette Reihe 10 Rohrchen umfassen und gibe — in
den drei eben erwihnten Formen angeschrieben — folgendes Bild:
Tabelle 1.
Menge der konz. . . .
XNr. des Rohrchens Ausgangsbouillon i‘g}s?{%};‘;&?:x }izgzzgtgﬁ)t;?\)ilngsr
in ccm ’ B "
1. 0,9.10+! —8 1:1
2. 0,9 10" —7 1:10
3. 0,9-10-1 — 6 1:100
4. 0,9.-10-2 —5 1: 1000
5. 0,9-10-3 — 4 1:10 000
6. 09.10¢ —3 1: 100 000
7. 09-10-5 — 2 1:1 000 000
8. 0,9-10 6 —1 1: 10 000 000
9. 0,9-10-7 0 1: 100 000 000
10. 0,9.108 +1 1:1 000 000 000

Ein elftes Rohrchen wiirde nicht mehr dem betrachteten Inter-
vall angehéren d. h. 0,9. 1079 ccm der untersuchten Bouillon (ent-
sprechend einer Verdiinnung von 1 : 10 Milliarden) wiirden nicht mehr
geniigen, um den Ablauf einer Bakteriophagenreaktion zu ermdglichen;
die ¥rage nach der GroBe des Lysinexponenten hatte fiir ein elftes
Glied dieser Reihe iiberhaupt keinen Sinn.

Die obige Tabelle illustriert den Zustand der einzelnen Eprou-
vetten hinsichtlich ihres Lysingehaltes zur Zeit t = 0, also am Beginn
der Bakteriophagenreaktion. Wie gestalten sich aber die Verhdiltnisse
nach Ablauf dieser Reaktion? Ist die Konzentration des bakteriophagen
Prinzips (des Lysins) nunmehr in jedem Rohrchen verschieden, wie man
aus Wahkrscheinlichkeitsgriinden anzunehmen geneigt wdre ?

Um dariiber ins klare zu kommen, braucht man nur fiir jedes der
10 Rohrchen nach Ablauf der Bakteriophagenreaktion den Lysintiter
zu bestimmen, indem man von jedem eine neue Verdiinnungsreihe
ausgehen 146t und im iibrigen genau so verfiahrt, wie das die Angaben
von Appelmans, Werthemann, Doerr und Griininger vorschreiben. Will
man dem Einwand begegnen, dafl der Inhalt der Robrchen trotz ab-
gelaufener Lyse nicht steril sein muf, sondern daB die Bouillons
noch lebensfahige, vielleicht sogar resistente oder lysinogene Colikeime
enthalten kénnen, welche das Ergebnis der Titrationen zu storen ver-
mochten, so kann man diese Fehlerquelle ausschalten, indem man
alle Eprouvetten durch 1lstiindiges Erwdarmen auf 57° von lebenden
Colibacillen befreit; indes ergaben vergleichende Versuche, daBl die
Unterlassung dieser Vorsichtsmafiregel das Krgebnis nicht alteriert.

Dieses Ergebnis entsprach nun in keiner Weise der Erwartung.
Meist war der Lysinexponent nach Ablauf der Reaktion in sdmtlichen
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10 Réhrchen ganz gleich und belief sich fiir das erste wie fiir das zehnie
Rohrchen auf 8, oder es machte (in selteneren Fdllen) das letzte positive
Rohrchen insofern eine Ausnahme, als der Lysinexponent den Wert 9
zeigte, eine Abweichung von der Regel, die wohl zunichst nicht ins
Gewicht fallt.

Fithrt man somit ein Experiment der eben geschilderten Art voll-
standig durch, so bekommt man 10 sekunddire Auswertungsreihen,
welche in ihrer Konfiguration vollstindig der priméren, in der Tabelle
veranschaulichten Reihe #hneln; ebenso kann man von den sekun-
diaren Reihen tertiire abzweigen, und auch diese haben wieder das
gleiche Geprige d. h. in jedem Roéhrchen der sekundéren Auswertungs-
reihen verlauft die Bakteriophagenreaktion so, daf3 ein und derselbe
Endtiter (Lysinexponent 8) erreicht und nicht iiberschritten wird.

Diese Versuche wurden so oft wiederholt, daf3 uber die Gesetz-
miBigkeit der Resultate kein Zweifel obwalten kann. Die angewendete
Temperatur betrug stets 37° (Thermostat!); ob auch bei Zimmer-
temperatur oder noch niedrigeren Warmegraden ein konstanter End-
titer erzielt wird und ob derselbe mit dem bei 37° beobachteten iden-
tisch ist, konnte vorldufig noch nicht gepriift werden. Auch sei aus-
driicklich hervorgehoben, dafl nur mit einer Colirasse (,,Coli sensibel’)
und einem Bakteriophagenstamm (Colibakteriophage von Bordet) ge-
arbeitet wurdel), so daBB der Geltungsbereich des Gesetzes fiir andere
Bakterien-Bakteriophagenkombinationen erst abgesteckt werden muf.
Wohl aber haben wir uns iiberzeugt, dafl die Menge der Bakterien-
aussaat innerhalb gewisser, ziemlich weiter Grenzen irrelevant ist.

Versuch.

Von einer Bakteriophagenbouillon wurden drei identische Verdimmnungsreihen
im Verhaltnis von 1: 9 angelegt. Die erste diente zur Feststellung des Titers nach
Appelmans und Werthemann und wurde in der gewohnlichen Weise mit einer
O s e einer 16stiindigen Colibouillonkultur beimpft. In jedes Rohrchen der zweiten
Reihe kam etwaetn Hund ertsteldieser Bakterienmenge, in jede Eprouvette
der dritten das Hundertfache (also 100 Osen). Die Bakterieneinsauten ver-
hielten sich somit wie 100 : 1 : 10 000.

In allen drei Reihen war das 10. Rohrchen nach vélligem Ablauf der Reaktion
klar, das 11. durch Bakterienwachstum stark getriibt. Der Lysinexponent belief
sich also in allen drei Fallen auf 8.

1) Spater konnten aber doch noch zahlreiche Experimente mit einem Shiga-
stamme (,,Dysenterie Lauda‘) und einem zugehérigen lytischen Prinzip, das
uns Prof. Basil in liebenswiirdigster Weise iiberlassen hatte, ausgefiihrt und zum
Teil im Texte der vorliegenden Mitteilung beriicksichtigt werden. Es ergab sich,
dal} sowohl die Angaben von Doerr und Griininger als auch die hier beschriebenen
Beobachtungen auch fir die Bakteriophagenreaktionen der Shigabakterien richtig
sind, was bei den grofBlen biologischen Differenzen, die zwischen diesen unbeweg-
lichen Toxinbildnern und den typischen Colirassen bestehen, fiir die allgemeine
Giltigkeit der erzielten Resultate und der daraus deduzierten Schliisse spricht.

4*
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Es wurde nun das 2. und das 10. Rohrchen der zweiten und dritten Reihe
in der gewohnlichen Art austitriert und auch hierbei immer wieder derselbe Lysin-
titer (e, = 8) ermittelt.

Sieht man von den provisorischen, durch die Variationsbreite der
Versuchsbedingungen gegebenen und zum Teil bereits erwahnten
Einschrankungen ab, so wiirde das aus diesen Beobachtungen ableit-
bare Gesetz in folgender Art formulierbar sein:

Die terminale Konzentration, welche das lytische Prinzip tm Verlaufe
einer Bakteriophagenreaktion erreicht, ist eine konstante, von der Aus-
gangskonzentration wunabhdngige Grofle. Sie dndert ithren Wert nichi,
wenn man die zu Beginn der Reaktion vorhandene Menge lebender und
fiir das Lysin empfindlicher Bakterien in weiten Grenzen variiert (etwa
zwischen 100 und 1000 000 leberder Keime im Kubikzentimeter des
Reaktionsvolums).

Lassen wir den zweiten Satz zunéichst beiseite und iberlegen wir
die T'ragweite des so eigentiimlichen Verhdltnisses der initvalen zur termi-
nalen Lysinkonzentration. Es leuchtet wohl sofort ein, daf die Un-
abhingigkeit der terminalen von der initialen Lysinkonzentration nur
unter der Voraussetzung denkbar ist, daf3 sich das Reaktionsgeschehen
oder der Reaktionsablauf je nach der initialen Lysinkonzentration dndert.
In jeder Eprouvette einer Auswertungsreihe, wie sie beispielsweise in
Tab. I wiedergegeben ist, spielt sich nach der Beimpfung mit emp-
findlichen Bakterien ein anderer Prozell ab; sonst konnte ja die Lysin-
konzentration im ersten Rohrchen nicht die gleiche bleiben, wahrend
sie im zehnten Rohrchen um das Milliardenfache anwichst. Worin
bestehen aber die Differenzen?

Es war zu vermuten, daf3 die postulierten Unterschiede des Reak-
tionsablaufes wenigstens zum Teil manifest werden wiirden, wenn
man die von Doerr und Griininger benutzte Versuchsanordnung auch
hier zur Anwendung bringen und in regelmafBigen Zeitintervallen die
Zahl der lebenden Keime in der Volumeinheit des Reaktionsmilieus
sowie die jeweilige Bakteriophagenkonzentration bestimmen wiirde.

Fiir den vorliegenden Zweck war es natiirlich notwendig, alle Ver-
suchsbedingungen moglichst gleich zu halten und der Fragestellung
entsprechend lediglich die initiale Lysinkonzentration innerhalb der
auBlersten Grenzen (zwischen den Lysinexponenten — 8 resp. — 9
und - 1) zu variieren. Die Analysen des Reaktionsablaufes, welche
Doerr und Griininger durchgefiihrt haben, betreffen durchwegs Falle,
in welchen der initiale Lysintiter ein sehr niedriger war. Der Lysinexpo-
nent betrug im Beginne ihrer Versuche 0, — 1 oder — 2, Werte, welche
den Rohrchen 7—9 der Tab. I korrespondieren; die konzentrierten
Lysinbouillons, welche, wie erwahnt, meist den Lysinexponenten 8
besitzen, waren also im Verhiltnis von 1 : 10 —10% verdiinnt worden.
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Dieses Vorgehen war die selbstverstindliche Konsequenz des Um-
standes, daB Doerr und Griininger iiber die Vermehrung des bakterio-
phagen Prinzips und ihre Relation zum Bakterienwachstum Aufschluf}
zu erhalten wiinschten; versuchstechnisch schien es daher zwecks
Erzielung grofler Ausschldge rationell, von sehr stark diluierten Lysin-
losungen auszugehen und ihre Umwandlung in hochkonzentrierte zu
verfolgen. Infolgedessen gelten aber auch die Resultate, {iber welche
Doerr und Griininger berichten und die sich in den beiden Kurven
der Abb. 1 widerspiegeln, zunichst nur fiir niedrige initiale Lysin-
l6sungen und bediirfen einer Ergdnzung, welche den Reaktionsablauf
fiir maximale, hohe und mittlere initiale Lysintiter festsetzt; die ge-
nannten Autoren haben selbst darauf hingewiesen und die Bedeutung
der offen gelassenen Liicke richtig eingeschétzt.

Dem Gesagten zufolge lag somit die Aufgabe vor, den Reaktions-
ablauf mit quantitativer Methodik fiir jene Fille zu studieren, welche
durch die Rohrchen 1—6 der Tab. I dargestellt werden. Aus 6ko-
nomischen Griinden beschrankte ich mich auf eine Auswahl und unter-
suchte nur vier besonders interessante Varianten, nidmlich:

1. die Bakterieneinsaat in maximal konzentrierte Bakteriophagen-
bouillon,

2. die Einsaat in eine Verdiinnung von 1 : 100,

3. die Einsaat in eine Verdiinnung von 1 : 10 000 und

4. die Einsaat in eine maximal verdiinnte Bakteriophagenbouillon,
d. h. also jene Fille, welche den Réhrchen 1, 3, 5 und 10 der Tab. I
gleichwertig waren. Tatsidchlich wurde hiermit, wie noch gezeigt
werden soll, das Auslaugen gefunden, indem sich alle nicht gepriiften
Zwischenwerte zwanglos in die Reihe der untersuchten Félle inter-
polieren lassen.

Der erste Versuch bezog sich — wie betont — auf das Verhalten
der in maximal konzentrierte Bakteriophagenbouillon eingesditen Bak-
terien.

Versuch.

In einen Kolben mit 200 ccm Bouillon (py = 7,3), der im Wasserbad steht
(37°), wird eine Spur konzentriertes Lysin (e, = 8) und 1 Ose 16stiindiger Coli-
bouillonkultur eingetragen. Nach 12 Stunden ist die Bouillon klar und der Kolben
wird nun 1 Std. auf 57° (behufs Abtitung iiberlebender Bakterien) erhitzt; sein Tnhalt
erweist sich als steril und ergibt bei einer als Vorversuch angestellten T'itration den
Lysinexponenten 8.

Nun wird dem Kolben eine bestimmte Menge einer 16stiindigen Colibouillon-
kultur zugesetzt (ca. 3 Osen), nachdem vorher der Inhalt durch Einstellen ins
Wasserbad auf 37° vorgewidrmt worden war. Die Probeentnahmen erfolgen nach
0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 360 Minuten und nach 20 Stunden;
das Material wird verwendet zum Gieflen von Gelatineplatten (mit je 0,1 cem)
und zur Bestimmung des Lysintiters nach Appelmans und Werthemann. Die
Ergebnisse zeigt die nachstehende Tabelle.
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Tabelle 11.

Abgelaufene Zeit Lysinexponent Keimzahl pro cem
0 Minuten 8 250 000
30 . 7 110 000
60 . — 90 000
90 . 8 34 000
120 ' — 4 000
150 s — 2700
180 as 8 2 500
210 i e 10 000
240 ' i 25 000
300 - — 110 000
360 " 8 2 000 000
20 Stunden 7 &9

Kine graphische Darstellung mit Beibehaltung der dimensionalen
Verhéltnisse der Abb. 1 ergab das aus Abb. 2 zu entnehmende Bild.

600000 - - o

Abb. 2. Verhalten des Lysintiters
und der Keimzahlen bei Einsaat der
empfindlichen Bakterien in eine
Bouillon von wmaximaler Lysinkon-
zentration (ey, = 8). Die ausgezogene
Linie verbindet die zu verschiedenen
Zeiten ermittelten Werte fiir die
Lysinexponenten, die gestrichelte die
Zahlen der in der Volumeinheit des
Reaktionsmilieus (im Kubikzenti-
meter) vorhandenen lebenden Keime.
- Die anf der Abszissenachse aufge-
AN | | | tragenen MaBeinheiten entsprechen
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Abb. 2.

In einem zweiten, ganz analogen Versuch wurde eine wesentlich
geringere Menge lebender Colibakterien in die konzentrierte Lysin-
bouillon eingeséit, ohne dafl sich an dem Gang der Ereignisse eine prin-
zipiell bedeutsame Anderung konstatieren lieB. Die Zusammenstel-
lung der beobachteten Werte ergab die Tab. I1I.

Tabelle 111.

Abgelaufene Zeit Lysinexponent Keimzahl pro cem
0 Minuten 8 3 000
30 s 7 400
60 o 8 30
90 5 8 20
120 . — 250
300 ' 8 80 000
480 8 2 500 000
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SchlieBlich variierten wir die Anordnung eines dritten, sonst gleich-
artigen Experimentes noch in der Richtung, dafl wir die Bakterien
in eine konzentrierte Lysinbouillon brachten, welche von Haus aus
sicher steril war (gepriift durch Aussaat auf Nahrgelatine); dadurch
entfiel die Notwendigkeit des vorausgehenden Erhitzens auf 57°,
welches moglicherweise einen EinfluBl auf den Ablauf der spiter ein-
geleiteten Bakteriophagenreaktion besitzen konnte. Die Lysinbouillon
hatte den Exponenten 9, enthielt somit das Lysin tatsichlich in der
héchsten, beim Stamm ,,Coli sensibel® festgestellten Konzentration.
In diesem Versuche wurden ferner die Keimzahlen nicht durch Aus-
saat von 0,1 cem der entnommenen Proben bestimmt, sondern Gelatine-
ziahlplatten mit nur 0,001 cem, also mit dem hundertsten Teile des
sonst benutzten Bouillonquantums, angefertigt. Es hatte sich nam-
lich bei genauerer Analyse der antibakteriophagen Wirkung von Gela-
tine und anderen Kolloiden gezeigt, dafl die Koloniezahlen (auf den
Kubikzentimeter Bouillon berechnet) wachsen, je kleiner die mit der
Gelatine vermengten Bouillonvolumina sind, und zwar in um so starkerem
MaBle, je mehr Lysin die auf ihren Keimgehalt gepriifte Bouillon ent-
hilt. Offenbar verhindert ein allzu hoher Lysingehalt der Gelatine-
platten die Vermehrung von Keimen, die schon leicht geschadigt, aber
in lysinarmer Gelatine noch immer gut entwicklungsfahig sind. Diesem
Umstande wurde eben Rechnung getragen, indem die ausgesaten Bouil-
lonquanten nicht mehr als 0,001 ccm betrugen. Hervorgehoben sei
endlich, daB der Titration des Lysins bei jeder Bouillonprobe eine
45 Minuten lange Erhitzung auf 57° vorausgeschickt wurde, so daB
eine Filschung der Titrationsresultate durch die Intervention lysino-
gener Keime nicht zu befiirchten war. Trotz aller aufgezahlten Kautelen
nahm aber die Bakteriophagenreaktion den gleichen Verlauf wie in
den zwei voranstehenden Versuchsreihen. Tab. IV gibt dariiber Auf-
schluf.

Tabelle 1V.
Abgelaufene Zeit Lysinexponent Keimzahl pro ccm

0 Minuten 9 282 000
10 ’ 9 190 000
30 ’ 8 130 000
60 . 8 60 000
90 v 8 28 000
120 . 8 6 000
150 . 9 4 000
180 . 9 1 000
210 ’s 9 1 000
240 » 8 1 000
300 ’ 8 1 000
360 . 9 5 000
510 ' 8 110 000
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Vergleicht man Abb. 1 mit Abb. 2, so fallt sofort der gdnzlich ge-
dnderte Reaktionstypus in die Augen. In Worten ausgedriickt zeigt
der Reaktionsablauf fiir den Fall der Bakterieneinsaat in maximal
konzentrierte Lysinbouillon folgende Eigenschaften:

1. Der Lysintiter hdilt sich wdihrend der ganzen Reaktionszeit auf
gleicher Hohe unabhingig von den Absterbe- und Vermehrungsprozessen
der Mikroben. Die Absenkungen, welche das Lysinniveau scheinbar
von Zeit zu Zeit erfahrt, sind relativ unbedeutend, inkonstant und
unregelméaBig (ohne erkennbares Zeitgesetz) iiber das Beobachtungs-
intervall verteilt und daher aller Wahrscheinlichkeit nach nur durch
die Unvollkommenheiten in der Bestimmungsmethode des Lysintiters
verursacht.

2. Die Zahl der lebenden Bakierien im Kubikzentimeter nimmt vom
Augenblicke der Einsaat an ab bis zum Ende der 2. bis 3. Stunde. Das
Tempo dieser Abnahme ist zunéchst ein sehr rasches, verlangsamt
sich aber allmahlich, so da eine Parabel als graphischer Ausdruck
des Vorganges resultiert, welche schliefillich mit ihrem horizontalen
Ast der Abszissenachse stark angendhert ist und mit derselben an-
nahernd parallel verlauft. An die erste Periode der Bakterienabnahme
schlieBt sich in diesem Falle eine zweite Phase des konstanten niedrigen
Balkterienniveaus. Die Kurve kann aber auch die Abszissenachse
schneiden und endigt dann selbstverstandlich in diesem Schnittpunkte,
wenn die Bakterienabnahme bis zur kompletten Sterilisation der Lysin-
bouillon fortschreitet. Wie oft dieses Ereignis bei Bakterieneinsaat
in maximal konzentrierte Lysinbouillon eintritt und von welchen Um-
stinden es abhingt, ob die Bakterienabnahme zum Untergang aller
Mikroben fiihrt oder nicht, vermdgen wir auf Grund unserer bisherigen
Erfahrungen nicht sicher zu entscheiden.

3. Bleibt die komplette Entkeimung des Reaktionsvolums aus, so
beginnen sich die der Vernichtung entschlipften Keime wieder lebhaft
zu vermehren. Die Keimzahlen steigen an, zundchst langsam, dann mit
rapide wachsender Geschwindigkeit, obwohl der Lysintiter des Reaktions-
milieus seine Héhe einige Zeit beibehdlt.

Betrachten wir nun vorerst den diametral entgegengesetzten Fall
der Einsaat von Bakterien in eine maximal verdiinnte Lysinbouillon.
Dieser Fall ist dann gegeben, wenn die Bouillon im Versuchskolben den
Exponenten -+ 1 hat d. h. wenn eine bis zur kompletten Lyse fort-
schreitende Bakteriophagenreaktion in dieser Bouillon nur stattfinden
kann, falls sie nicht weiter verdiinnt, sondern direkt mit Bakterien
beimpft wird; die Einstellung auf diese Grenzkonzentration ist nicht
gerade leicht, aber gelingt doch immerhin auf Grund der angestellten
Berechnungen mit Hilfe eines ausgewerteten Lysins so regelmiBig,
dafl darin ein Beweis fiir die Zuverlissigkeit der Titriermethode von
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Appelmans und Werthemann erblickt werden darf. Der nachstehende
Versuch wurde mit einem Shigastamm und einem Shigalysin angesetzt.
Die Bestimmung der Keimzahlen erfolgte durch Gelatinezidhlplatten;
die mit der Gelatine jeweils vermengten Bouillonvolumina beliefen
sich auf 0,01, in der zweiten Hilfte des Versuches auf 0,001 cem; vor
den Lysintitrationen wurden die entnommenen Proben durch 1stiin-
diges Erhitzen auf 57° (im Wasserbade) entkeimt. Aufler dem ,,Ver-
suchskolben® war ein ,,Kontrollkolben® aufgestellt, welcher blof
Bouillon (ohne Lysin) enthielt und zur gleichen Zeit wie der Versuchs-
kolben mit derselben Menge einer 16stiindigen Shigabouillonkultur
beimpft wurde. Die Tab. V 148t die Bakterienvermehrung in beiden
Kolben und die Lysinzunahme im Versuchskolben erkennen.

Tabelle V.
Kontrollkolben Versuchskolben :
Bakterien in ccm Zeit Bakterienzahl in ccm Lysinexponent.
340 0 Minuten 400 4+ 1
120 - — + 1
60 000 180 ' 90 000 — 2
900 000 240 - 1 300 000 — 2
2 000 000 300 . 2 400 000 — 4
3 800 000 330 ’ 4 000 000 — 6
10 000 000 360 . 400 000 — 8
— 390 - 10 000 — 9
— 420 . 0 — 10
64 000000 450 . 0 — 9
— 570 »

Im allgemeinen st6B3t man also hier auf Verhaltnisse, wie sie Doerr
und Griininger fir niedrige initiale Lysinkonzentrationen beschrieben
haben: die Inkubation der Lysinzunahme, die lange Zeit hindurch un-
gestorte Bakterienvermehrung (man vergleiche die Keimzahlen des
Kontrollkolbens, welcher kein Lysin enthielt!), das Einsefzen wund
rapide Fortschreiten der Bakterienauflosung nach dem Uberschreiten
eines bestimmien, etwa dem Lysinexponenten — 6 entsprechenden, Lysin-
spiegels in der Kulturfliissigkeit, kurz alle von den genannten Autoren
als wesentlich hervorgehobenen Momente sind scharf ausgepriagt. Nur
lassen sich graduelle Unterschiede konstatieren, die, wie noch gezeigt
werden wird, keineswegs als zufillig betrachtet werden konnen. Die
Bakterienvermehrung halt namlich, wenn man von der niedrigsten,
noch wirksamen Lysinkonzentration ausgeht, viel linger (5!/, Stunden)
an, und die Bakterienzahlen pro Kubikzentimeter erreichen infolgedessen
das Zehntausendfache der eingesiten Mengen und hohe absolute Werte
(ca. 4 Millionen); bei der initialen Lysinkonzentration e;, = — 1 (die
dem 100fachen der Konzentration e;, = + 1 entsprach) vermehrte
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sich die Einsaatmenge nur um das 40fache, die maximale Bakterien-
zahl im Kubikzentimeter war schon in 3 Stunden erreicht und belief
sich nur auf 600 000.

Es ist klar, daB zwischen den beiden eben analysierten Extremen
des Reaktionsablaufes bei maximaler und minimaler Lysinkonzentration
Uberginge existieren miissen. Dieselben werden zum Vorschein kom-
men, wenn man fiir die initiale Lysinkonzentration intermediire Werte
wihlt. Denn von jeder beliebigen Anfangsverdiinnung aus wird ja
der terminale Wert e, = 8 resp. 9 erreicht ; es muf} also notwendigerweise
ein verschiedener Grad von Neuproduktion des Lysins nachweisbar
sein, welcher so beschaffen ist, dall er gerade das jeweilige Manko auf
die terminale Maximalkonzentration erginzt. Um ein Bild von dem
Reaktionsgeschehen in solchen Fillen zu erhalten, untersuchten wir,
wie einleitend erwithnt, die initialen Konzentrationen e; = — 4 und
e, = — 6.

Versuch.

200 ccin sterile Bouillon erhielten einen Zusatz von 0,02 cem konzentrierten
Lysins (e, = —8). Die Verdiinnung auf das 10 000fache mufite in der Bouillon
einen Lysinexponenten von — 4 ergeben; die Titration lieferte tatsichlich diesen
Wert. Der die Bouillon enthaltende Erlenmeyerkolben wurde in ein Wasserbad
von 37° eingestellt und nach vollzogenem Temperaturausgleich mit 1 Ose einer
14stiindigen Colibouillonkultur beimpft. Die entnommenen Proben wurden auf
ihren Keimgehalt und auf ihre Lysinkonzentration gepriift.

Tabelle V1.
Abgelaufene Zeit Lysinexponent Keimzahl
0 Minuten 4 5 500
30 . 3 6 800
60 ’ 3 7 500
120 . 3 75 000
150 ’ 4 110 000
180 . 6 420 000
210 vy — 10 000
240 5 7 1 500
420 ’ 7 7 500
480 ’ 7 35 000
15 Stunden — 1 200 000
Versuch.
200 ccm sterile Bouillon wurden mit 2,0 cem konzentrierten Lysins (e, = — 8)

versetzt; der Lysinexponent dieser 100 fachen Verdiinnung betrug — 6 (berechnet
und gemessen). Keimzihlung mit Aussaatmengen von 0,001 cem; Titerbestim-
mungen an den vorher durch einstiindiges Erwirmen auf 57° entkeimten
Proben. Sonst war die Versuchsanordnung dieselbe wie in den fritheren Ex-
perimenten.



Studien zun Bakteriophagenprohlem. II. 59

Tabelle VII.

Zeit Lysinexponent Keimzahl
0 Minuten 6 560 000
10 v 7 510 000
30 v 6 660 000
60 ’ — 680 000
90 ' 8 65 000
120 ’s 9 3 000
150 . 8 2 000
180 ’s 8 1 000
210 s 8 —
240 . 8 -
300 . 8 1 000
480 . 8 38 000
660 ' 8 500 000
26 Stunden 8 00

Die Vorginge nach der Einsaat von Bakterien in eine mittlere
Lysinkonzentration (e, = — 4), wie sie sich in der Tab. VI wider-
spiegeln, bieten nichts Bemerkenswertes; sie weichen nicht vom Reak-
tionstypus ab, den Doerr und Grininger fiir niedere Ausgangskon-
zentrationen beschrieben haben und der in Abb. 1 dargestellt ist.

Interessanter ist das Verhalten der beiden Reaktionskomponenten,
wenn man die Bakterien in eine sehr hohe, aber nicht maximale Lysin-
konzentration eintragt. Die Bakterien vermehren sich auch in diesem
Falle, aber nur in bescheidenem Ausmalle; dann setzt die Lysinzu-
nahme bis zum Maximum und ungefihr gleichzeitig der Bakterien-
zerfall ein; wie man aus Tab. VII entnehmen kann, schiitzt eine sehr
hohe initiale Lysinkonzentration durchaus nicht vor der Entstehung
einer ,,Sekundarkultur®.

Faft man diese Resultate der Erhebungen iiber die Beeinflussung
des Ablaufes der Bakteriophagenreaktion durch die initiale Lysin-
konzentration zusammen, so wird es evident, daf} sich de facto in jeder
Konzentration andere Vorginge abspielen, die sich aber in eine von
zwei extremen Typen begrenzte Reihe einordnen lassen, deren Glieder
durch flieBende Uberginge miteinander verbunden sind.

Je niedriger die initiale Lysinkonzentration ist, desto stirker und
desto lingere Zeit miissen sich die Bakterien unter gleichzeitiger Zu-
nahme des Lysins vermehren, bis der Zerfall, die Bakteriolyse be-
ginnen kann. Das wird durch die Zusammenstellung einiger Werte,
welche in den Versuchen ermittelt wurden, besonders deutlich:

Tabelle VIII.

Notwendige Zeit bis zum Ein-

Initialer Lysinexponent tritt der Bakteriophagie

+ 1 330—360 Minuten
0 240—270 s

— 4 180210 .

— 6 60— 90 ”

LE)

— 8 (maximal) 0
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Sat man die Bakterien in eine maximale Lysinkonzentration ein, dann
beginnt sofort der Zerfall; die Bakterienvermehrung bleibt ganz aus, mit thr
aber auch eine weitere Zunalime der Lysinkonzentration. Damit ist zunédchst
eine Erklarung') gegeben, warum der Lysintiter einer Bouillon unter
bestimmten Verhéltnissen und bei Verwendung desselben Bakterien-
stammes und des gleichen Lysins nie iiber einen bestimmten Wert
hinauswachsen kann; sobald eben dieser Wert erreicht wird, zer-
fallen die Bakterien, und neuer Zusatz lebender Bakterien hat nur
erneuten Zerfall zur Folge. Gleichzeitig aber bringen diese Beob-
achtungen erneutes Beweismaterial fiir die von Bordet, Doerr, Bail
vertretene Hypothese, dall eine Lysinzunahme ohne Bakterienver-
mehrung nicht eintritt, und fiir die Behauptung von Doerr und Grii-
ninger, daBl sich das Lysin nicht aus dem einfachen Bakterienzerfall
herleitet. Die Richtigkeit dieser letzteren Auffassung tritt eben dann
klarer hervor, wenn man den Zerfall allein betrachten kann; die Fest-
stellung der Vermehrung durch Keimzahlungen gibt weniger deutliche
Anbhaltspunkte, da die jeweilige Zahl entwicklungsfahiger Mikroben
ein Produkt aus Wachstums- und Absterbeprozessen darstellt.

Der Grenzfall der Einsaat in eine maximale Lysinkonzentration
widerlegt aber auch d’Hérelles Lehre, nach der wir in den Bakterio-
phagen endocellulire Bakterienparasiten zu erblicken haben. Mit dieser
Lehre ist das Ausbleiben der Lysinzunahme in diesem Grenzfall un-
vereinbar. Ebensowenig laft sich von d’Hérelles Standpunkt die Er-
scheinung verstandlich machen, daf3 die Bakterien im konzentrierten
Lysin sofort zu zerfallen beginnen, in den Verdiinnungen, auch wenn
sie nicht sehr betrichtlich sind, dagegen nicht, sondern erst, nachdem
durch Bakterienwachstum und Lysinproduktion die notwendige Be-
dingung der fiir die Lyse erforderlichen hohen Lysinkonzentration
erfilllt ist. Die Lyse hingt sichtlich nicht vom Vorhandensein oder
Nichtvorhandensein eines belebten, fiir die Bakterien infektisen
Mikroben ab, sondern ist die direkte Folge der Erreichung einer be-
stimmten Konzentration eines noch unbekannten Stoffes in dem die
Mikroben umspiilenden Kulturmedium.

Darf man aus der Tatsache, daB sich die Zahl der in konzentrierte

1) Ob diese Erklarung tatsichlich fiir alle Fille ausreicht, soll hier nicht
diskutiert werden. Beobachtungen von Doerr und Berger sowie Doerr und
Zdar'zsky deuten darauf hin, daB die terminale Lysinkonzentration auch dann
erreicht und nicht iiberschritten wird, wenn die Bakterien am Leben bleiben.
Fiir die Lysinproduktion scheinen ganz analoge Verhiltnisse wie fiir die Reaktions-
dnderungen zu bestehen, welche Bakterien in fliissigen Ndhrboden hervorrufen;
auch hier wird eine terminale, fiir jede Bakterienspezies typische, von der Aus-
gangskonzentration der H-Tonen im Kulturmedium unabhingige H-Ionenkonzen-
tration erreicht und schlieBlich beibehalten, obwohl der Stoffwechsel der Mikroben
fortbesteht.
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Lysinbouillon eingetragenen lebenden und empfindlichen Bakterien
vom ersten Momente an bestindig und unter Umsténden bis zur Keim-
freiheit des Reaktionsvolumens vermindert, schlieBen, daf3 die Mikroben
wie durch ein Desinfiziens abgetétet und aufgelost werden? Man fihlt
sich versucht, diese Frage zu bejahen. Aber schon der Umstand, dal
sich eine Bouillon mit niedrigem Lysintiter ebenso verhalt wie eine
normale d. h. wie eine lysinfreie, ist geeignet, Bedenken zu erwecken.
Wenn maximale Lysinkonzentrationen auf die Bakterien direkt ab-
totend wirken, so wiirde man von niedrigeren Konzentrationen einen
schwicheren mikrobiziden Effekt oder eine Entwicklungshemmung
erwarten; das ist aber nicht der Fall.

Ferner ist noch folgendes zu bedenken. In den Versuchsanord-
nungen, deren sich Doerr und Griminger sowie ich selbst bedienten,
betrug die Temperatur der Nahrbouillon 37°; bei diesem Warmegrad
ist aber der Stoffwechsel der Bakterien sehr lebhaft, die Lebensdauer
der Zellindividuen kurz. Eine Abnahme der lebenden Bakterien wird
somit auch dann festzustellen sein, wenn die konzentrierte Lysin-
bouillon zwar nicht im geringsten mikrobizid wirkt, wenn sie aber die
Teilung der Bakterien verhindert; die Bakterienzellen werden dann
altern und sterben, ohne Nachkommen zu hinterlassen, sie werden
allmahlich aussterben. Es soll keineswegs behauptet werden, dafl sich
die Dinge de facto so verhalten; dazu fehlt die experimentelle Basis,
die vielleicht durch Variieren der Temperatur gewonnen werden konnte.
Aber das ist vorderhand klar, dal die Reduktion der Keimzahlen in
konzentriertem Lysin vieldeutig ist und durchaus nicht die Aussage
erlaubt, daBl das Lysin die Bakterien direkt angreift und vernichtet
wie etwa Sublimat oder Carbolsiure. Die rasche Entstehung voll-
kommen resistenter und in maximalen Konzentrationen des keim-
schadigenden Agens ungehemmt vermehrungsfahiger Bakterienrassen
wiirde allerdings nicht unbedingt gegen diese Auffassung sprechen, da
ahnliche Beobachtungen auch bei der Gewdhnung von Bakterien und
Protozoen an Sublimat, Optochin usw. gemacht wurden (vgl. hierzu
Schnabel, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 96, Heft 3. 1922):
aber die Herkunft des Lysins aus den Bakterien, die wohl heute von
den meisten Autoren als gesichert betrachtet wird, macht es unwahr-
scheinlich, daf} es sich um ein Protoplasmagift im tiblichen Wortsinne
handelt, und 148t eher vermuten, dal} ein vielleicht auf chemisch-
physikalischem Wege (durch Verfliissigung oder Spaltung der Membran-
lipoide) wirksames Produkt des krankhaft veranderten Bakterien-
stoffwechsels vorliegt.

Was in dieser Mitteilung auf Grund von Messungen festgestellt
wurde, 1afit sich bei der Betrachtung mit freiem Auge andeutungs-
weise erkennen. Beimpft man die in Tab. I wiedergegebene Dilutions-
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reihe mit gleichen Mengen junger, lebender und empfindlicher Coli-
bakterien und bebriitet dann die ganze Serie der Eprouvetten bei 37°,
so zeigen nicht alle R6hrchen das gleiche Verhalten. Die ersten drei bis vier
bleiben klar, etwa vom fiinften entstehen durch Bakterienwachstum
Triibungen, welche sich um so spiter aufhellen und daher auch vor
der Aufhellung um so intensiver werden, je niedriger die Ausgangs-
konzentration des Lysins war. Beobachtungen dieser Art hat bereits
d’Hérelle ausfiithrlich beschrieben und in der spateren Literatur kehren
sie mehrfach wieder. DaBl das verschiedene Verhalten des Triibungs-
grades durch die differente Intensitit der Bakterienvegetation ver-
ursacht werde, nahmen alle Beobachtungen an und in gewissem Sinne
erscheint diese Annahme durch die hier verdffentlichten zahlenmiBigen
Angaben bestatigt. Nur in einem Punkte weichen wir ab, insofern
als wir in der jeweils vorhandenen Triibungsstiarke keinen Maflstab fiir
die Zahl der in diesem Zeitpunkte gerade lebenden resp. enmtwicklungs-
fahigen Mikroben erblicken konnen. Das wire offenbar dann der Fall,
wenn die eigentliche Auflosung, welche das Transparentwerden der Bouil-
lon bedingt, die Bakterien in einem Stadium befallen wiirde, in welchem
sie noch leben und vermehrungsfihig sind. Offenbar ist aber die Lyse
sekunddr und betrifft nur Bakterien, welche bereits abgestorben oder
doch wenigstens ihrer Entwicklungsfahigkeit beraubt sind, ein Sach-
verhalt, den auch W. C. Dawison als den richtigen hinstellt. Wir sind
zu dieser Auffassung nicht nur auf Grund der Erwéigungen von Doerr
gelangt, sondern auch dadurch, daB sich Differenzen ergaben, wenn
wir den Keimgehalt von Bouillonen, in welchen eine Bakteriophagen-
reaktion ablief, fortlaufend durch das Gelatineplattenverfahren einer-
seits und durch makroskopische oder nephelometrische Schitzung der
Suspensionsdichte andererseits zu bestimmen versuchten. Ein solches
Beispiel moge an dieser Stelle Platz finden.

Versuch.
200-ccm-Bouillonkolben mit geringem Lysingehalt (¢, = 1). Wasserbad
von 37° —— Kinsaat einer Ose 16stiindiger Bouillonkultur von ,,Coli sensibel®.

Probeentnahmen a) zwecks Zahlung der entwicklungsfihigen Keime im Gelatine-
plattenverfahren, b) zwecks Ermittlung des Lysintiters, ¢) zwecks makroskopischer
Beurteilung des Triibungsgrades. Die Ergebnisse enthalt

Tabelle 1X.

Abgelaufene Zeit Lysinexponent Keimzahl Triitbungsgrad

0 Minuten 1 660 klar
120 ’ 1 - ””
150 . 1 46 000 »
180 ’ 3 96 000 '
210 ’ 4 270 000 »
240 ' 6 675 000 »
270 ' 7 400 deutl. Triibung
300 v, 8 10 klar
360 . 8 ) »
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Nach 240 Minuten enthielt also die Bouillon 675 000 entwicklungs-
fahige Keime im Kubikzentimeter und war makroskopisch klar, nach
270 Minuten waren nur mehr 400 Keime nachweisbar, aber das Nahr-
medium war stark getriibt und nach 270 Minuten war wieder Kldrung
eingetreten, obwohl die weitere Abnahme der lebenden Keime viel zu
gering war, um fiir die Aufhellung irgendwie in Betracht zu kommen.
Da es wohl als unwahrscheinlich bezeichnet werden kann, dafBl die
nach 270 Minuten beobachtete Triitbung gar nicht auf die Bakterien
zuriickzufiihren ist, und da weiter zunichst keine Veranlassung vorliegt,
fiir dieselbe nicht die Zahl, sondern einen besonderen Zustand der
Bakterien verantwortlich zu machen, bleibt nur der Ausweg iibrig,
daB sich die Bakterien im Zeitraum von 30 Minuten sehr lebhaft ver-
mehrt haben und daB die neugebildeten Exemplare bald nach ihrer
Entstehung abgestorben sind, ohne aber sofort der die Wiederkehr der
Transparenz bedingenden Losung zu verfallen, die erst in der néchsten
halben Stunde bis zum makroskopisch wahrnehmbaren Effekt fort-
schritt.

In diesen Beobachtungen der Inkongruenz zwischen der Zahl der
lebenden Bakterien und der nephelometrisch bestimmbaren Gesamt-
zahl der noch ungelosten Bakterienzellen (Beobachtungen, die in einer
sehr groBen Anzahl von Versuchen und unter allen Kautelen angestellt
wurden) stecken die Ansitze zu neuen Moglichkeiten, in das Reak-
tionsgeschehen und damit in das Wesen der ibertragbaren Lyse weitere
Einblicke zu gewinnen.

Zusammenfassunyg.

1. Bei der Analyse der Reaktion zwischen bestimmten Bakterio-
phagenstimmen (Coli- und Shigabakteriophagen) und den firr die-
selben empfindlichen Bakterienrassen konnte festgestellt werden, dal3,
von geringfiigicen Abweichungen abgesehen, stets dieselbe Endkon-
zentration des Lysins erreicht wurde.

2. Dieser terminale Lysintiter war von der Ausgangskonzentration
des Lysins und bis zu einem gewissen Grade von der Menge der in das
Reaktionsmilieu eingesiten Bakterien unabhingig.

3. Der Reaktionsablauf wird hingegen von der initialen Lysin-
konzentration bestimmt.

4. In konzentrierter Lysinbouillon nimmt die Zahl der lebenden
Bakterien vom Augenblicke der Einsaat an bestandig ab; der Lysin-
titer bleibt aber unverindert. Der Bakterienzerfall kann also nicht
die Quelle der Lysinzunahme sein.

5. In verdiinnter Lysinbouillon vermehren sich die Bakterien nach
einer von der Norm nicht abweichenden Inkubationsperiode und das
Lysin nimmt (von den proliferierenden Bakterien abgeschieden) zu,
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bis es geniigend konzentriert wird, um den sub 4. beschriebenen Effekt
der Lyse herbeizufiihren.

6. Je starker die Lysinbouillon verdiinnt ist, desto ausgiebiger
und anhaltender ist die Bakterienvermehrung und desto mehr Zeit
verstreicht, bis die Bakterienauflosung einsetzt. Sie verliuft dann
mit derselben Geschwindigkeit, wie in einer von Haus aus maximal
konzentrierten Lysinbouillon, hat also wohl in beiden Fillen denselben
Mechanismus.

7. Der Grad der Triibung einer Bouillon, in welcher sich eine Bak-
teriophagenreaktion vollzieht, entspricht nicht der Zahl der lebenden
Bakterien. Aus der Art der Inkongruenz und gewissen Besonderheiten
ihres zeitlichen Verhaltens scheint hervorzugehen, daf die Auflgsung
nicht primér die lebenden Zellen ergreift, sondern daf} letztere zunichst
absterben und erst sekundir unter Aufhellung der betreffenden Sus-
pension zerfallen.

8. Diese Ergebnisse machen eine belebte Natur des bakteriophagen
Agens unwahrscheinlich.

9. Das Lysin scheint, obwohl es bei entsprechender (maximaler)
Konzentration direkt den Untergang der Bakterien verursacht, kein
Protoplasmagift im Sinne der chemischen Desinfektionsmittel zu sein,
sondern ein (vermutlich membranschidigender) Stoff, welchen der
Stoffwechsel der Bakterien unter bestimmten Bedingungen in grofien
Mengen liefert.
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