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Ueber die Wirkung harter Rontgénstrahlen
auf Typhusbazillen.

Von Erich Forfota und Arthur Hamori.

In Folgendem soll iiber Bestrahlungsversuche berichtet werden, welche
wir mit ungefilterter, harter Rontgenstrahlung an Bacillus typhi abd. unter-
nahmen. Den AnlaB zu diesen Versuchen ergaben Strahlenresistenzversuche,
welche wir vor einiger Zeit mit dem in mancher Beziehung noch ungeklirten
Virus der iibertragbaren Hithnerleukose (Ellermann, Jarmai) unternommen
haben). In diesen Versuchen iibte die Dosis von 200 HED. (!) Rontgenstrahlen
auf Infektiositit und Virulenz des Erythroleukosevirus keine irgendwie nach-
weisbare Wirkung aus, wihrend eine 24 Std. alte Schragagarkultur von Typhus-
bazillen schon durch bedeutend kleinere Strahlenmengen schwer geschidigt
wurde. Die Bestrahlung von Typhusbazillen sollte uns in diesen Versuchen
nur .zur Kontrolle dienen, die Versuchsanordnung war nicht dazu geeignet,
ein genaueres Bild iiber Rontgenresistenz und iiber vielleicht nachweisbare
biologische Schidigung der Typhusbazillen zu bieten. Die aber auch mittels
grob orientierender Methodik nachweisbar starke Schidigung von Typhus-
kulturen durch, allerdings sehr groBe Réntgenstrahlenmengen, lieB es wiin-
schenswert erscheinen, dieser Frage in quantitativer und qualitativer Hinsicht
weiter nachzugehen.

1) 1. Rontgentherapeutische Versuche an erythroleukotischen Hihnern. E. Forfota.
Strahlentherapie. (Im Druck.)
2. Versuche zur Bestimmung der Rontgenresistenz des Virus der iibertragbaren Hiibrer-
leukose. E. Forfota. Erscheint in Strahlentherapie.
3. Rontgensugarak hatisa az 4tolthaté tyikleukosis (erythroleukosis) kirképére és
virusira. E. Forfota. Allatorvosi Lapok. 1936, 20 (ungarisch).
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Es ist wohl iiberfliissig an dieser Stelle auf die friiher in groBer Anzahl
erschienenen Mitteilungen iiber die Wirkung von Rontgenstrahlen auf Bak-
terien naher einzugehen. Diese Frage scheint zu einem gewissen Abschluf
gekommen - zu sein, eine ausfiihrliche Darstellung auch der &lteren Arbeiten
findet sich bei Klovekorn. — Die Hoffnung in den Rontgenstrahlen ein
praktisches wertvolles Mittel zur Abtotung von pathogenen Bakterien zu
finden, hat sich nicht bewihrt, denn so sehr die Versuchsergebnisse der ver-
schiedenen Autoren diesbeziiglich auch differieren, im Endergebnisse stimmt
man heute darin iiberein, daB die direkte Wirkung von Rontgenstrahlen auf
Bakterien keine groBe ist und jedenfalls dazu nicht geniigt, um praktische
Erfolge erwarten zu konnen. Es liegt dies vermutlich daran, daB die Rontgen-
strahlung zu hart, d. h. zu durchdringungstihig ist und deshalb in der Bak-
terienzelle viel zu wenig Energie absorbiert wird. Neben diesem Umstand
scheinen Unterschiede der Wirkung von Rontgenstrahlen auf verschiedene
Arten und Stimme von Mikroben von untergeordneter Bedeutung.

Die durch Rontgenstrahlen erzeugte Sekundirstrahlung von Schwer-
metallen dagegen, von sehr geringer Durchdringungsfiihigkeit, erwies sich z. B.
in den Versuchen von Guthmann bedeutend wirkungsvoller. Es gelang,
durch verhiltnismaBig sehr kurze Belichtungszeiten, an Bacillus typhi muris
beachtenswerte Erfolge zu erzielen und eine mathematisch faBbare Gesetz-
miBigkeit zwischen Réntgenstrahlendosis und biologischem Effekte nach-
zuweisen. Demnach erfolgt die Bakterienkolonienabnahme nach Rontgen-
bestrahlung nach einem Exponentialgesetz. Dies bedeutet, daB bei Belichtung
einer Bakterienkultur eine Steigerung der Dosis anfinglich einen starken
Erfolg — kenntlich an einer groBen Steigerung der Prozentzahlen an ab-
getiteten Keimen — zur Folge hat, eine gleich groBe Steigerung der Dosis zu
einem spiteren Zeitpunkte aber zu einer unverhiltnismiBig geringeren Er-
héhung der Wirkung fithrt. ,,Wahrend also anfinglich eine Dosissteigerung
einen sehr starken Effekt hat, ist dieser bei groSeren Dosen anteilsmaBig viel
geringer* (Guthmann).

Eine andere Frage, welche in fritheren Arbeiten diskutiert wurde, ist, ob
durch Réntgenbestrahlung von gewissen Mikroorganismen biologische Varianten
des Stammes erzielt werden konnen, ob also mittels Rontgenbelichtung eine
Aenderung der morphologischen und biologischen Eigenschaften von Bak- .
terien erfolgen konne? Fiir diese Annahme sprechen einige Beobachtungen,
so unter anderem z. B. die Versuchsergebnisse von Klévekorn, welcher nach
Rontgenbestrahlung von Staphylokokkus eine Aenderung der biologischen
Eigenschaften dieser Kulturen, wie Farbstoffverlust und Auszackung des
Kolonienrandes beobachtete.

Eine dritte prinzipielle Frage hat T. S. Meyer in einer Mitteilung ,,Ueber
Gewdhnungserscheinungen an Rontgenstrahlen bei Bac. prodigiosus” an-
geschnitten. Er berichtete dariiber, daB eine einmal bestrahlte und dadurch
geschidigte, sonst aber normales Wachstum zeigende Kultur von Bac. pro-
digiosus durch erneute Bestrahlung weniger geschidigt wiirde, als eine noch
nicht vorbestrahlte Kultur desselben Stammes. Bei Fortsetzung der Be-
strahlungen wurde die Resisténz immer deutlicher. Er glaubt daher an die
Mt)gﬁchkeit einer, durch erlittene Bestrahlungen entstehenden ,,Strahlen-
festigkeit, welche er mit der ,,Arzneifestigkeit* gewisser Bakterienstimme
vergleicht.

Uns_interessierte aus gewissen Griinden die Wirkung genau derselben,
harten Rontgenstrahlung, welche wir in den schon erwihnten Resistenz-
versuchen bei Bestrahlung des ultrafiltrierbaren Leukoseagens anwandten.
Wir muften also schon im voraus damit rechnen, da unsere Versuchsanordnung
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vom Standpunkte des Totungseffektes aus nicht dkonomisch sein werde, da
diese Strahlung vermutlich nur in iiberaus geringem MaBe in der Bakte;ien-
zelle absorbiert wird und deshalb sehr grofle Strahlenmengen erforderlich sein
werden, ehe eine Wirkung nachzuweisen ist. — Wir benutzten eine Metwa-
rohre mit Wasserkiihlung, ohne Filter aus 20 e¢m Fokusabstand, welche unter
150 KV. (eff.) Rohrenspannung mit 4 MA. Stromstirke betrieben wurde. Die
Dosis von 550 r. gleich einer HED., wurde unter diesen Umstinden in 1,8 Min.
erreicht (Tonognom).

Die Resistenz von Typhusbazillen dieser Strahlung gegeniiber priiften wir
auf folgende Weise:

Eine 24 Std. alte Schrigagarkultur unseres Typhusstammes von reinem
H-Typus, wurde in 20 cem einer sterilen, physiologischen Kochsalzlisung
emulgiert. Die Emulsion wurde in eine flache Petrischale gegossen, wo sie
eine ca. 3 mm hohe Schicht bildete und auf einen flachen Holzklotz so unter
die Rohre gebracht, da3 der Tubus der Rohre die ganze Schale gut iiberdeckte.
Es gelang uns dadurch; wie das die Ziichtungsversuche spéter bewiesen, trotz
stundenlanger Bestrahlungen eine Sekundirinfektion aus der Luft zu ver-
hindern. Die Emulsion von Typhusbazillen wurde offen, bei Zimmertemperatur
bestrahlt. In Vorversuchen konnten wir uns auch nach stundenlanger Be-
lichtung davon iiberzeugen, daB die Temperatur unter dem Tubus bei dieser
Anordnung nicht bis iiber 32—35° C anstieg.

Die keimabtotende Wirkung der Réntgenbestrahlung wurde in quan-
titativer Hinsicht dadurch nachgewiesen, daB wir vor Beginn der Versuche
und im Verlaufe derselben Keimzihlungen unternahmen. Nach Ablauf von
gewissen Bestrahlungszeiten, welche gewissen Strahlendosen entsprachen, wurde
die Belichtung kurz unterbrochen und nach guter Homogenisierung der
Emnulsion daraus eine Probe entnommen, in welcher wir, mittels Ziichtung,
die Zahl der noch iiberlebenden Keime bestimmten.

Es wurde immer 0,1 cem der Emulsion verarbeitet, indem wir daraus
von 10- bis zu 1millionfacher Verdiinnung ansteigend Verdiinnungen an-
fertigten und die Nahrboden jeweils mit 0,1 cem der verschiedenen Ver-
diinnungen beschickten. Aus jeder Verdiinnung wurden nach jeder Bestrah-
lungsdosis immer gleichzeitig 2 Agarplatten gegossen. Nach 24 Std. Brut-
schrank wurde dann auf den Platten die Zahl der angegangenen Kolonien
bestimmt und auf die ganze, urspriingliche Schrigagarplatte berechnet. —
Wir arbeiteten also in jeder Versuchsreihe mit mehrfachen genauen Kon-
trollen, was auch dadurch noch gesichert wurde, daB bei den Berechnungen
immer nur jene Platten verwertet wurden, auf welchen die Kolonien die gleich-
miBigste Verteilung zeigten und bei groBter Verdiinnung mehr als 30, aber
weniger als 300 Kolonien zur Entwicklung kamen. — Die Zahl simtlicher
Keime der urspriinglichen, unbestrahlten Schréigagarplatte wurde mit 24 Mil-
liarden angenommen. . .

Die abtotende Wirkung deér ansteigenden Rontgenstrahlendosen ist aus
folgender Tabelle ersichtlich.

Tabelle I.

Verabreichte Strahlendosis m HED. | o | 16 | 30 | 60 | 90 | 120

Gesamtzahl der iiberlebenden Keime auf l2,4>< | 8% ‘ 7% |15x% % 1x 2 X
die ganze Schrigagarplatte berechnet . | 101 ’ 10° | 108 1 108 ‘ 108 | 10*

Nach einer Dosis von 150 bzw. von 200 HED. wuchsen einige spirliche
Kolonien nur auf jenen Platten, welche wir mit 0,1 cem der unverdiinnten
Emulsion beschickten, und nach Einwirkung von 250 HED. Réntgenstrahlen-
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dosis konnten iiberlebende Keime mit Hilfe von Ziichtungsversuchen iiber-
haupt nicht mehr nachgewiesen werden. ;

Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, dal auch harte Rontgenstrahlung
eine totende Wirkung auf Bakterien ausiibt, der Satz von Guthmann, nach
welchem: ,,Belichtet man Bakterien mit Rontgenstrahlen von 180 KV. ohne
Filterung, so kann man fast beliebig grofe Dosen verabfolgen, ohne daB eine
Verminderung der Keimzahl statthat®, zumindest also nur bedingt richtig ist,
denn wenn tatséichlich Riesendosen angewandt werden, so ist die keimabtotende
Wirkung, welche bis zur vélligen Sterilisation der Kulturen fiihren kann, genau
so, nur nach bedeutend groBeren Dosen nachzuweisen, wie nach Einwirkung
von langwelliger. weicher Strahlung. Prinzipiell bestehen hier unserer Meinung
nach keine Unterschiede, ja vermutlich sind es namlich auch genau dieselben
‘Wellenldngen, welche in dem einen Versuche, weil in grofer Menge vorhanden,
nach kiirzerer Zeit und kleineren Dosen, in dem anderen aber nach viel lingerer
Belichtung und enormen Strahlendosen, zu dem gleichen Erfolge fiihren.
Letzteres Verfahren ist eben wahrscheinlich nur unékonomisch, weil bei groBeren
Rihrenspannungen verhiltnismifig viel weniger an wirkungsvollen, im Bak-
terienkorper tatsachlich zur Absorption gelangenden weichen Strahlen emittiert
wird.

An nachweisbarer Aenderung der biologischen Eigenschaften unseres
Stammes infolge der Rontgenbestrahlungen war die Ausbeute sehr gering.
Die morphologischen Eigenschaften der einzelnen Bakterien und der Kolonien
zeigten keine Aenderung, eine R-Variante wurde nicht beobachtet und auch
das Verhalten des Stammes beziiglich der Vergiirung von Dextrose, Laktose,
Mannit, Maltose und Saccharose blieb unverdndert, ebenso beziiglich der Milch-
gerinnung und der Indolbildung. Als einzigen Unterschied den Eigenschaften
des Stammes vor der Bestrahlung gegeniiber, sahen wir eine Aenderung seiner
Agglutination, bzw. seiner Antigenstruktur nach den Bestrahlungen eintreten.

Die Rezeptoranalyse wurde so vorgenommen, daB wir 24 Std. nach der
Bestrahlung je eine Kolonie von den, mit verschieden groBen Dosen be-
handelten Bakterien beschickten Agarplatten weiter impften und hernach die
Agglutination gesondert mit einem H- bzw. mit einem O-Serum unternahmen.
Wir konnten beobachten, daB wihrend H-Serum den Stamm urspriinglich
nach dem reinen H-Typus in 32000facher Verdiinnung agglutinierte, der Ag-
glutinationstiter desselben Stammes nach Einwirkung von 200 HED. bis auf
1:8000 sank und die Bakterien teilweise in kompakten Schollen ausfielen.
‘Mit einem O-Serum von einem Titer von 1: 4000 dagegen fanden wir im Ver-
halten der Agglutination vor und nach der Bestrahlung, keinen Unterschied.

Nach den Ergebnissen dieser Untersuchungen ist das GeiBelantigen
Rontgenstrahlen gegeniiber empfindlicher als das Somaantigen, und eine
Strahlendosis von 200 HED. ist imstande, eine Minusvariante des ersteren
zu erzeugen: wir konnten uns dabei aber davon iiberzeugen, daB infolge
dieser Aenderung der Antigenstruktur die Beweglichkeit des Stammes nicht
verloren ging. Aehnliches fanden wir auch in Versuchen mit einem anderen
Stamme, wo nach 200 HED. Réntgenstrahlen der Titer der Agglutination
des Typus-H von 1:16000 bis auf 1:2000 sank.

Es interessierte noch die Frage, ob wiederholte Strahleninsulte tatsichlich
zu einer ,,Strahlenfestigkeit* fithren konnen ? Wir wihlten eine Kolonie, welche
200 HED. noch iiberlebt hatte und im weiteren normales Wachstum auf-
wies, und setzten den aus ihr geziichteten Stamm spéter wiederholt denselben
Strahlendosen aus. Im zweiten Versuche konnten wir beobachten, da einige
Keime nun tatsichlich auch die Dosis von 250 HED. lebend iiberstanden. Das
biologische Verhalten dieser iiberlebenden Keime wies keine neuere Aenderung
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auf. Diese, freilich nur einmalige Beobachtung spricht also nicht gegen die
Annahme, daB es etwa eine Art von ,,Strahlenfestigkeit geben kann, doch
ist dieser vereinzelte Befund an sich jedenfalls nicht dazu geeignet, um zu
dieser Frage irgend Stellung nehmen zu konnen.

Zusammenfassung.

Durch Bestrahlungsversuche an Bacillus typhi abd. konnte der Nach-
weis dafiir erbracht werden, daB auch harte Réntgenstrahlung, falls in ge-
niigend groBer Dosis angewandt, auf Keime eine abtitende Wirkung ausiibt.
Die Wirkung ist schon nach einer Dosis von 15 HED. gut ausgesprochen, und
eine Dosis von 250 HED. vernichtet alle Keime.

An einem Stamme, welcher aus Keimen, die eine Rontgenstrahlendosis
von 200 HED. noch iiberlebt hatten, geziichtet wurde, konnte nach der Be-
strahlung das Entstehen einer Minusvariante des GeiBelantigens beobachtet
werden, wahrend sich das Somaantigen unveréndert hielt. Es scheint diese
Beobachtung dafiir zu sprechen, daB die Antigenstruktur von Typhusbazillen
unter dem EinfluB der Rontgenbestrahlungen gewisser Verinderungen fahig ist.
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Erganzende Mitteilung zu meiner Arbeit
,Die praktische Diagnostik
der Bazillen der Typhus-Paratyphus-Enteritis-Gruppe*
in Band 137, Seite 321 (1936) dieser Zeitschrift.

Von Eduard Boecker.

Wie bereits an anderer Stelle mitgeteilt (1), habe ich zweimal beobachtet,
daB bei einem Stamm von Bac. typhi murium (enteritidis Breslau), welcher
zunéichst in rein unspezifischer Phase vorlag und damit der von manchen
Autoren unter der Bezeichnung binns aufgestellten Varietéit entsprach, in der
Folge auch spezifische Kolonien auftraten. Bei dem in jener Arbeit erwihnten
Stamm trat der Umschlag nach etwa 1 Jahr ein. Eine Subkultur war aber
noch rein unspezifisch und ist auch in der Folge lange Zeit in allen weiteren
Passagen unspezifisch geblieben. Ich habe den Stamm me.derholt fiir die
Herstellung von Serum Breslau unspezifisch und bei Absiittigungsversuchen



