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m e c h a n i c a l  e f f e c t ,  i t s  v e l o c i t y  d e p e n d i n g  o n  t h e  e x t e n s i b i l i t y  o f t h e  v e s s e ls  

a s  m o d if ie d  b y  a n y  c o n d i t i o n  ( m u s c u l a r  o r  o t h e r w i s e )  o b ta i n i n g  a t  t h e  

m o m e n t .
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On a Remarkable Bacteriolytic Element found and

Secretions.

B y  A l e x a n d e r  F l e m in g , M .B .,  F .R .C .S .

(C o m m u n ic a te d  b y  S i r  A lm r o t h  W r ig h t ,  F .R .S .  R e c e iv e d  F e b r u a r y  13, 1 9 2 2 .)

( F r o m  t h e  L a b o r a t o r y  o f  t h e  I n o c u l a t i o n  D e p a r t m e n t ,  S t .  M a r y ’s  H o s p i t a l . )

[P l a t e  9.]

I n  t h i s  c o m m u n i c a t i o n  I  w i s h  to  d r a w  a t t e n t i o n  to  a  s u b s t a n c e  p r e s e n t  

i n  t h e  t i s s u e s  a n d  s e c r e t io n s  o f  t h e  b o d y ,  w h ic h  is  c a p a b le  o f r a p i d l y  

d i s s o lv i n g  c e r t a i n  b a c t e r i a .  A s  t h i s  s u b s t a n c e  h a s  p r o p e r t i e s  a k i n  t o  t h o s e  

o f  f e r m e n t s  I  h a v e  c a l l e d  i t  a  “  L y s o z y m e ,” a n d  s h a l l  r e f e r  t o  i t  b y  t h i s  

n a m e  t h r o u g h o u t  t h e  c o m m u n i c a t i o n .

T h e  ly s o z y m e  w a s  f i r s t  n o t i c e d  d u r i n g  s o m e  i n v e s t i g a t i o n s  m a d e  o n  a  

p a t i e n t  s u f f e r in g  f r o m  a c u t e  c o r y z a .  T h e  n a s a l  s e c r e t i o n  o f  t h i s  p a t i e n t  w a s  

c u l t i v a t e d  d a i ly  o n  b lo o d  a g a r  p l a te s ,  a n d  f o r  t h e  f i r s t  t h r e e  d a y s  o f  t h e  

i n f e c t i o n  t h e r e  w a s  n o  g r o w t h ,  w i t h  t h e  e x c e p t io n  o f  a n  o c c a s io n a l  s t a p h y 

lo c o c c u s  c o lo n y .  T h e  c u l t u r e  m a d e  f r o m  t h e  n a s a l  m u c u s  o n  t h e  f o u r t h  d a y  

s h o w e d  i n  2 4  h o u r s  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s m a l l  c o lo n ie s  w h ic h ,  o n  e x a m i n a t io n ,  

p r o v e d  to  b e  l a r g e  g r a m - p o s i t i v e  c o c c i  a r r a n g e d  i r r e g u l a r l y  b u t  w i t h  a  

t e n d e n c y  t o  d ip lo c o c c a l  a n d  t e t r a d  f o r m a t i o n .  I t  is  n e c e s s a r y  to  g iv e  h e r e  a  

v e r y  b r i e f  d e s c r i p t i o n  o f  t h i s  m ic r o b e  a s  w i t h  i t  m o s t  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  

d e s c r i b e d  b e lo w  w e r e  d o n e ,  a n d  i t  w a s  w i t h  i t  t h a t  t h e  p h e n o m e n a  to  b e  

d e s c r i b e d  w e r e  b e s t  m a n i f e s t e d .  T h e  m ic r o b e  h a s  n o t  b e e n  e x a c t l y  i d e n t i f i e d ,  

b u t  f o r  p u r p o s e s  o f  t h i s  c o m m u n i c a t i o n  i t  m a y  b e  a l l u d e d  t o  a s  t h e  Micrococcus 

lysodeikticus.
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Bacteriolytic Element found in Tissues and Secretions. 307

T h e  f u l l y  d e v e l o p e d  c o l o n y  o f  t h e  c o c c u s  m a y  b e  2  o r  3  m m .  i n  d i a m e t e r ; 

i t  i s  r o u n d ,  o p a q u e ,  r a i s e d ,  a n d  h a s  a  b r i g h t  l e m o n  y e l l o w  c o l o u r ; i t  g r o w s  

l u x u r i a n t l y  o n  a l l  t h e  o r d i n a r y  c u l t u r e  m e d ia ,  a n d  g r o w t h  t a k e s  p l a c e  w e l l  a t  

r o o m  t e m p e r a t u r e ,  o r  in  t h e  i n c u b a t o r  a t  3 7 °  C . ; i t  i s  a e r o b i c  a n d  f a c u l t a 

t i v e l y  a n a e r o b i c ; i t  d o e s  n o t  l i q u e f y  g e l a t i n  o r  c o a g u l a t e d  a l b u m i n .

P r e l im in a r y  E x pe r im e n t s  Sh o w in g  t h e  A c t i o n  o f  t h e  Ly s o z y me .

I n  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t  n a s a l  m u c u s  f r o m  t h e  p a t i e n t ,  w i t h  c o r y z a ,  w a s  

s h a k e n  u p  w i t h  f iv e  t i m e s  i t s  v o l u m e  o f  n o r m a l  s a l t  s o l u t i o n ,  a n d  t h e  

m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d .  A  d r o p  o f  t h e  c l e a r  s u p e r n a t a n t  f lu id  w a s  p l a c e d  

o n  a n  a g a r  p l a t e ,  w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  t h i c k l y  p l a n t e d  w i t h  

M. lysodeikticus, a n d  t h e  p l a t e  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7 °  C . f o r  2 4  h o u r s ,  w h e n

i t  s h o w e d  a  c o p io u s  g r o w t h  o f  t h e  c o c c u s ,  e x c e p t  i n  t h e  r e g i o n  w h e r e  t h e  

n a s a l  m u c u s  h a d  b e e n  p l a c e d .  H e r e  t h e r e  w a s  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  o f  

g r o w t h ,  a n d  t h i s  i n h i b i t i o n  e x t e n d e d  f o r  a  d i s t a n c e  o f  a b o u t  1 c m .  b e y o n d  

t h e  l i m i t s  o f  t h e  m u c u s .

T h i s  s t r i k i n g  r e s u l t  l e d  t o  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s ,  a n d  i t  w a s  n o t i c e d  t h a t  

o n e  d r o p  o f  t h e  d i l u t e d  n a s a l  m u c u s  a d d e d  t o  1 c .c . o f  a  t h i c k  s u s p e n s i o n  o f  

t h e  c o c c i  c a u s e d  t h e i r  c o m p l e t e  d i s a p p e a r a n c e  i n  a  f e w  m i n u t e s  a t  3 7 °  C .

T h e s e  t w o  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e  t h e  v e r y  p o w e r f u l  

i n h i b i t o r y  a n d  l y t i c  a c t i o n  w h i c h  t h e  n a s a l  m u c u s  h a s  u p o n  t h e  lysodeikticus. 

I t  w i l l  b e  s h o w n  l a t e r  t h a t  t h i s  p o w e r  is  s h a r e d  b y  m o s t  o f  t h e  t i s s u e s  

a n d  s e c r e t i o n s  o f  t h e  h u m a n  b o d y ,  b y  t h e  t i s s u e s  o f  o t h e r  a n i m a l s ,  b y  v e g e t a b l e  

t i s s u e s ,  a n d ,  t o  a  v e r y  m a r k e d  d e g r e e ,  b y  e g g  w h i t e .

F u r t h e r  Ob s e r v a t i o n s  o n  t h e  E f f e c t  o f  t h e  Ly s o z y me  o n  B a c t e r i a .

1 . Inhibitory Action.

I n  t h e  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  o n  t h e  s u r f a c e  o f  

a n  a g a r  p l a t e  t h e  g r o w t h  o f  t h e  n a s a l  c o c c u s  i s  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  b y  s u p e r -  

a d d e d  n a s a l  m u c u s .  T h i s  i n h i b i t o r y  a c t i o n  c a n  b e  s t r i k i n g l y  d e m o n s t r a t e d  

i n  a n o t h e r  m a n n e r .

A  s m a l l  p o r t i o n  o f t h e  a g a r  is  r e m o v e d  f r o m  a n  o r d i n a r y  a g a r  p l a t e  m a k i n g  

a  c u p  i n t o  w h ic h  s o m e  m a t e r i a l  r i c h  i n  l y s o z y m e  ( t e a r s ,  n a s a l  m u c u s ,  s p u t u m ,  

c a r t i l a g e ,  e g g  w h i t e ,  e tc . )  is  p l a c e d .  A  d r o p  o f  l i q u i d  a g a r ,  a t  a  t e m p e r a t u r e  

o f  a b o u t  5 0 °  0 . ,  i s  p l a c e d  o n  t h e  m a t e r i a l  i n  t h e  c u p  a n d  i s  a l lo w e d  to  s o l id i f y  

a f t e r  w h ic h  t h e  c u p  is  f i l le d  w i t h  t h e  l i q u i d  a g a r  w h i c h ,  i n  i t s  t u r n ,  i s  a l l o w e d  

t o  s e t .  L i q u i d  a g a r  i s  t h e n  p o u r e d  a l l  o v e r  t h e  p l a t e  t o  m a k e  a  t h i n  l a y e r  

o v e r  t h e  o r i g i n a l  s u r f a c e .  T h e  w h o le  s u r f a c e  o f  t h e  m e d i u m  i s  n o w  t h i c k l y  

p l a n t e d  w i t h  t h e  M. lysodeikticus a n d  t h e  p l a t e  is  i n c u b a t e d  f o r  2 4  h o u r s ,  

w h e n  i t  w i l l  b e  s e e n  t h a t  t h e r e  i s  c o p io u s  g r o w t h  o f  t h e  c o c c u s ,  e x c e p t  in  t h e
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3 0 8

r e g i o n  o f  t h e  i m p l a n t e d  m a t e r i a l .  B y  t h e  m e t h o d  o f  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  p l a t e ,  

i n  w h i c h  t h e  m a t e r i a l  i s  c o v e r e d  w i t h  s e v e r a l  d i s t i n c t  l a y e r s  o f  a g a r ,  t h e r e  c a n  

b e  n o  m e c h a n i c a l  t r a n s f e r e n c e  o f  t h e  m a t e r i a l  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p l a te ,  b u t  

t h e  e x p e r i m e n t  s h o w s  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  s u b s t a n c e  i s  a b l e  to  p e n e t r a t e  t h e  

a g a r  a n d  a b s o l u t e l y  p r e v e n t  g r o w t h  o f  t h e  c o c c u s  f o r  a  d i s t a n c e  o f  a b o u t  1 c m . 

F u r t h e r ,  i f  t h e  p l a t e  i s  k e p t  f o r  a  f e w  d a y s ,  i t  i s  f o u n d  t h a t  p o r t i o n s  o f  t h e  

g r o w t h  n e x t  t o  t h e  i n h i b i t i o n  z o n e  h a v e  b e c o m e  a l m o s t  t r a n s p a r e n t ,  a n d  i t  i s  

e v i d e n t  t h a t  t h e  l y t i c  s u b s t a n c e  h a s  c o n t i n u e d  to  d i f f u s e  t h r o u g h  t h e  a g a r  a f t e r  

t h e  m i c r o b e s  h a v e  c o m p l e te d  t h e i r  g r o w t h ,  a n d  h a s  d i s s o lv e d  t h e  c o c c i  f o r  a  

d i s t a n c e  o f  3  o r  4  m m .  . T h e  a r e a  o f  i n h i b i t i o n  a n d  t h e  p a r t i a l l y  d is s o lv e d  

z o n e  o f  g r o w t h  a r e  s h o w n  i n  P l a t e  9 , fig . 1 , w h ic h  is  a  p h o t o g r a p h  o f  a  p l a t e  

i n  w h i c h  w a s  i m b e d d e d  1 0  c .m m . o f t e a r s .

2 . Bactericidal Action.

I f  c u l t u r e s  a r e  m a d e  f r o m  t h e  i n h i b i t i o n  z o n e  o f  a  p l a t e ,  s u c h  a s  h a s  b e e n  

d e s c r ib e d  i n  t h e  l a s t  e x p e r i m e n t ,  n o  g r o w t h  r e s u l t s ,  s h o w i n g  t h a t  t h e  b a c t e r i a  

i m p l a n t e d  o n  t h i s  s u r f a c e  h a s  b e e n  d e s t r o y e d .  I t  c a n  a ls o  b e  s h o w n  t h a t  i f  

l y s o z y m e - c o n t a i n i n g  m a t e r i a l  b e  a d d e d  t o  a  s u s p e n s i o n  o f  i n  a

t e s t - t u b e  t h e s e  c o c c i  a r e  d e s t r o y e d ,  so  t h a t  c u l t u r e s  m a d e  f r o m  t h e  t u b e  r e m a in  

s t e r i l e .  I n  o n e  e x p e r i m e n t  a  s u s p e n s i o n  o f  M. lysodeikticus, o f  a  s t r e n g t h  o f  

n o t  le s s  t h a n  1 ,0 0 0  m i l l i o n  p e r  c u b i c  c e n t i m e t r e ,  w a s  e x p o s e d  to  t h e  a c t i o n  o f

1 i n  1 0 0  n a s a l  m u c u s  a n d  1 0  c .m m . v o lu m e s  w e r e  p l a n t e d  o u t  a f t e r  i n c u b a t i o n  

f o r  1 , 2 , 5 , 1 0 , a n d  6 0  m in u t e s .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  c u l t u r e s  r e m a i n e d  

s t e r i l e  w h i l e  s i m i l a r  c u l t u r e s  m a d e  a t  t h e  s a m e  t i m e  f r o m  a  c o n t r o l  t u b e  i n  

w h i c h  th e  n a s a l  m u c u s  w a s  r e p l a c e d  b y  n o r m a l  s a l t  s o lu t io n ,  g a v e  c o p io u s  

g r o w t h  u p  t o  t h e  e n d  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  n a m e l y ,  1 h o u r ’s i n c u b a t i o n .

I t  w a s  f o u n d  t h a t  a f t e r  2  h o u r s ’ i n c u b a t i o n  t e a r s  d i l u t e d  9 ,0 0 0  t im e s  w i t h  

n o r m a l  s a l t  s o l u t i o n  k i l l e d  t h e  w h o le  o f  t h e  c o c c i  i n  a  t h i c k  s u s p e n s i o n  o f t h e  

M. lysodeikticus. I n  t h e  d i l u t i o n s  o f  t e a r s  f r o m  1 i n  2 7 ,0 0 0  to  1 i n  2 4 3 ,0 0 0  

t h e r e  w a s  a  v e r y  m a r k e d  b a c t e r i c i d a l  p o w e r  m a n i f e s t .

T h e  b a c t e r i c i d a l  a c t i o n  o f  t h e  l y s o z y m e  m a y  a ls o  b e  s h o w n  w i t h  m ic r o b e s  

o t h e r  t h a n  t h e  n a s a l  c o c c u s .  A n  e x a m p le  o f  t h i s  is  i l l u s t r a t e d  i n  fig . 2 , w h ic h  

is  a  p h o t o g r a p h  o f  a  c u l t u r e  m a d e  a f t e r  i n c u b a t i n g  a  fa eca l s t r e p t o c o c c u s  f o r

2  h o u r s  a t  4 5 °  C ., w i t h  t e a r s  d i l u t e d  i n  1 i n  1 0 0  a n d  w i t h  n o r m a l  s a l in e  

s o l u t io n .  I t  w i l l  b e  s e e n  t h a t  f r o m  t h e  s a l i n e  t u b e  t h e r e  r e s u l t e d  a  c o n t in u o u s  

s h e e t  o f  g r o w t h ,  w h e r e a s ,  f r o m  t h e  t u b e  c o n t a i n i n g  t h e  t e a r s ,  t h e r e  w e r e  o n ly  

s c a t t e r e d  c o lo n ie s ,  s h o w i n g  t h a t  t h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  t h e  s t r e p to c o c c i  b a d  b e e n  

d e s t r o y e d  b y  t h e  t e a r s .

A  s i m i l a r  r e s u l t  w a s  o b t a i n e d  b y  a c t i n g  o n  fcecalis w i th  t h e

i n f l a m m a t o r y  e x u d a t i o n  i n t o  a  j o i n t  c a v i t y .

M r .  A .  F l e m i n g .  On Remarkable
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Bacteriolytic Element found in Tissues and Secretions. 3 0 9

Lytic Action.

Naked-eye Changes.— I n  t h e  s e c o n d  o f  t h e  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s ,  i t  w a s  

s h o w n  t h a t ,  i f  a  d r o p  o f  n a s a l  m u c u s  b e  a d d e d  t o  a  t h i c k  s u s p e n s i o n  o f  t h e  

Micrococcus lysodeikticusi n  a  t e s t - t u b e ,  t h e r e  is ,  a f t e r  a  s h o r t  p e r i o d  o f  i n c u b a 

t i o n ,  a  c o m p le t e  c l e a r i n g  o f  t h e  o p a q u e  s u s p e n s i o n ,  s o  t h a t  t h e  f lu id  b e c o m e s  

p e r f e c t l y  c l e a r  to  t h e  n a k e d  e y e .  I t  h a s  b e e n  n o t e d  a l s o  t h a t  o t h e r  t i s s u e s  

a n d  s e c r e t i o n s  h a v e  t h e  s a m e  a c t i o n .  I f  t h e  m a t e r i a l  u s e d  is  r i c h  i n  

l y s o z y m e ,  t h e  a c t i o n  is  a  v e r y  r a p i d  o n e .  T h u s ,  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  4 5 °  C ., 

a  1 i n  1 0 0  d i l u t i o n  o f  t e a r s  w i l l  c o m p l e t e l y  c l e a r  t h e  s u s p e n s i o n  i n  a b o u t  

3 0  s e c o n d s ,  o r  a  1 i n  5  d i l u t i o n  o f  e g g  w h i t e  i n  1 0  s e c o n d s .

Tf t h e  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  i s  a  v e r y  t h i c k  o n e ,  t h e r e  i s  e a s i l y  t o  b e  

o b s e r v e d  a  c o n s i d e r a b l e  i n c r e a s e  i n  t h e  v i s c o s i t y  o f  t h e  f lu i d  a f t e r  l y s i s  o f  

t h e  b a c t e r i a  h a s  b e e n  c o m p l e t e d ,  e v i d e n c e d  b y  t h e  f a c t  t h a t ,  i f  t h e  t u b e  is  

s h a k e n ,  t h e  a i r  b u b b l e s  r i s e  m u c h  m o r e  s l o w ly  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  f lu id .

T h e  l y t i c  a c t i o n  c a n  b e  s t r i k i n g l y  d e m o n s t r a t e d  b y  p l a c i n g  o n  t h e  s u r f a c e  

o f  a  f u l l y - g r o w n  p l a t e  c u l t u r e  o f  M. lysodeikticus a  d r o p  o f  t e a r s ,  n a s a l  

m u c u s ,  o r  o t h e r  m a t e r i a l  r i c h  i n  l y s o z y m e .  I n  l e s s  t h a n  1 m i n u t e  a t  3 7 °  C ., 

o r  i n  a b o u t  1 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  t h a t  p o r t i o n  o f  t h e  c u l t u r e  o n  

w h ic h  t h e  m a t e r i a l  w a s  p l a c e d  w i l l  h a v e  b e e n  c o m p l e t e l y  d i s s o l v e d ,  p r o 

d u c i n g  a  c l e a r  s p a c e  j u s t  a s  i f  a  p o r t i o n  o f  t h e  c u l t u r e  h a d  b e e n  m e c h a n i c a l l y  

r e m o v e d .

Microscopic Changes.— W h e n  ,a  m i x t u r e  o f  t e a r s  a n d  M. lysodeikticus i s  

o b s e r v e d  w i t h  d a r k  g r o u n d  i l l u m i n a t i o n ,  i t  i s  s e e n  t h a t  t h e  c o c c i  r a p i d l y  lo s e  

t h e i r  s h a r p  o u t l i n e s ,  b e c o m e  s w o l l e n  a n d  g r a d u a l l y  d i s a p p e a r .  A t  t h e  s a m e  

t i m e ,  t h e r e  a p p e a r  a  v e r y  l a r g e  n u m b e r  o f  m i n u t e  g r a n u l e s ,  s o m e w h a t  

s i m i l a r  i n  a p p e a r a n c e  t o  t h e  g r a n u l e s  o f  a  p o l y n u c l e a r  l e u c o c y t e .

E x a m i n e d  w i t h  t r a n s m i t t e d  l i g h t ,  i t  i s  s e e n  t h a t  t h e  c o c c i  r a p i d l y  s w e l l  u p  

a n d  b e c o m e  t r a n s p a r e n t ,  so  t h a t ,  a f t e r  2  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  ( w h e n  

t h e  c o c c i  a r e  s u s p e n d e d  i n  u n d i l u t e d  t e a r s ) ,  t h e y  b e c o m e  q u i t e  i n v i s i b l e .

W h e n  t h e  p a r t i a l l y  d i s s o l v e d  c o c c i  a r e  e x a m i n e d  b y  B u r r i ’s  m e t h o d ,  t h e y  

a r e  f o u n d  t o  b e  m u c h  s w o l l e n  u p ,  a n d  t h e y  a r e  l e s s  i n d i s t i n c t ,  p r o b a b l y  

o w in g  t o  s o m e  o f  t h e  o p a q u e  m a t e r i a l  u s e d  t o  p r o d u c e  t h e  d a r k  b a c k g r o u n d  

a d h e r i n g  t o  t h e i r  g l u t i n o u s  s u r f a c e  ( s e e  fig . 3 ) .

I f  a  s i m i l a r  s p e c im e n  i s  c o lo u r e d  w i t h  o n e  o f  t h e  o r d i n a r y  b a c t e r i a l  

s t a i n s ,  t h e  s t a i n a b l e  m a t e r i a l  i s  f o u n d  to  h a v e  d i m i n i s h e d  i n  s iz e ,  g i v i n g  

t h e  a p p e a r a n c e  o f  s m a l l  a n d  v e r y  i r r e g u l a r  c o c c i .  W h e n  t h e  l y t i c  a c t i o n  i s  

c o m p l e t e ,  s t a i n i n g  f a i l s  t o  r e v e a l  a n y  t r a c e  o f  t h e  c o c c i .
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3 1 0 M r .  A . F l e m i n g .  On Remarkable

Ob s e r v a t i o n s  o n  t h e  P r o pe r t i e s  o f  t h e  Ly s o z y me  a n d  o n  t h e  

Co n d i t i o n s  Go v e r n in g  i t s  A c t i o n .

T h e  ly s o z y m e  is  s o l u b l e  i n  w a t e r  o r  n o r m a l  s a l t  s o lu t io n  ; i t  i s  in s o lu b le  

i n  c h lo r o f o r m ,  e t h e r  o r  t o l u o l ,  a n d ,  a s  t h e s e  s u b s t a n c e s  d o  n o t  d e s t r o y  i t  o r  

i n h i b i t  i t s  a c t i o n ,  t h e y  h a v e  b e e n  u s e d  t o  p r e s e r v e  ly s o z y m e - c o n t a i n i n g  

m a t e r i a l  s u c h  a s  s p u t u m  f o r  t e s t  p u r p o s e s  ; i t  r e t a i n s  i t s  p o t e n c y  u n d i 

m i n i s h e d  a f t e r  s t a n d i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  s e v e r a l  w e e k s .  T h a t  

l y s o z y m e  o f  e g g  w h i t e  i s  n o t  d e s t r o y e d  b y  d e s i c c a t i o n ,  a n d  t h a t  in  t h e  

d r i e d  s t a t e  i t  c a n  b e  p r e s e r v e d  f o r  l o n g  p e r io d s ,  i s  s h o w n  b y  t h e  f a c t  t h a t  i t  

i s  p r e s e n t  i n  l a r g e  a m o u n t s  i n  c o m m e r c i a l  d r i e d  e g g  a l b u m i n .

F r o m  a l b u m i n o u s  f lu id s ,  p r o t e i n  p r e c i p i t a n t s  s u c h  a s  a lc o h o l ,  a c e to n e ,  o r  

p i c r i c  a c id ,  p r e c i p i t a t e  t h e  w h o le  o f  t h e  l y s o z y m e  w i t h  t h e  p r o t e i d s .

I t s  a c t i o n  t a k e s  p l a c e  m o s t  r a p i d l y  w h e n  a  s m a l l  a m o u n t  o f  s a l t  is  p r e s e n t  

i n  t h e  f lu id  ( u n d e r  0 '1  p e r  c e n t . ) ,  a n d  c e a s e s  w h e n  m o r e  t h a n  5  p e r  c e n t ,  o f  

s a l t  is  p r e s e n t .  I t  a c t s  b o t h  o n  l i v i n g  m ic r o b e s  a n d  o n  th o s e  w h ic h  h a v e  b e e n  

k i l l e d  w i t h  h e a t .

Influence of the Reaction of the

I t  w a s  f o u n d  t h a t  w h e n  o n e  d r o p  o f  s p u t u m  e x t r a c t  a n d  o n e  d r o p  o f  a  t h i c k  

s u s p e n s i o n  o f  M. lysodeikticus w e r e  a d d e d  t o  1 c .c . o f  v a r io u s  d i l u t i o

h y d r o c h l o r i c  a c i d  o r  c a u s t i c  s o d a ,  t h e  l y t i c  a c t i o n  w a s , t o  s o m e  e x t e n t ,  

d e la y e d  i n  t h e  t u b e s  c o n t a i n i n g  a s  l i t t l e  a s  1 / 8 ,0 0 0  n o r m a l  a c id  o r  1 / 2 4 ,0 0 0  

n o r m a l  a l k a l i ,  a n d  t h e r e  w a s  c o m p l e te  i n h i b i t i o n  o f  l y s i s  i n  t h e  t u b e s  

c o n t a i n i n g  1 / 8 0 0  n o r m a l  a c i d  o r  a l k a l i .  T h e s e  f ig u r e s  a r e  n o t  s t r i c t l y  

a c c u r a t e ,  a s  a l k a l i - f r e e  g l a s s  w a s  n o t  u s e d ,  b u t  t h e y  c l e a r l y  i n d i c a t e  t h a t  

t h e  l y s o z y m e  is  v e r y  s e n s i t i v e  t o  m i n u t e  t r a c e s  o f a c id  o r  a l k a l i .

Resistance of the Lysozyme to Heat.

S p u t u m  e x t r a c t ,  n a s a l  m u c u s ,  s a l i v a  a n d  s u b c u t a n e o u s  f a t t y  t i s s u e ,  h e a t e d  

f o r  1 0  m i n u t e s  a t  6 0 °  C ., h a d  l o s t  b u t  l i t t l e  o f  t h e i r  l y t i c  p o w e r  f o r  b a c t e r i a ,  

b u t  5  m i n u t e s ’ h e a t  a t  7 5 °  C . d e s t r o y e d  a l m o s t  a l l  t h e  ly s o z y m e .  T e a r s ,  

d i l u t e d  5 0 0  t im e s  w i t h  n o r m a l  s a l i n e  s o lu t io n ,  w e r e  h e a t e d  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  

7 5 °  C ., a n d  t h e  l y s o z y m e - c o n t e n t  w a s  r e d u c e d  to  o n e  q u a r t e r .  A f t e r  

b o i l i n g  t h i s  d i l u t i o n  o f  t e a r s  f o r  3 0  m i n u t e s ,  t r a c e s  o f  l y s o z y m e  r e m a in e d  

a c t i v e ,  b u t  b o i l i n g  f o r  1 h o u r  a p p a r e n t l y  c o m p l e t e l y  d e s t r o y e d  i t .

I n  s a l i v a ,  t h e  r e s i s t a n c e  t o  h e a t  o f  t h e  l y s o z y m e  a n d  o f  p t y a l i n  w a s  

c o m p a r e d .  A  s p e c im e n  o f  s a l i v a  w a s  h e a t e d  to  7 5 °  C ., a n d  s p e c im e n s  w e r e  

t a k e n  a t  i n t e r v a l s  o f  1 m i n u t e ,  a n d  t h e i r  l y s o z y m e  a n d  p t y a l i n - c o n t e n t  

w e r e  c o m p a r e d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e s e  tw o  s u b s t a n c e s  d i s a p p e a r e d  f r o m  

t h e  s a l i v a  a t  t h e  s a m e  t i m e ,  n a m e l y ,  a f t e r  h e a t i n g  f o r  7 |  m i n u t e s .
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Bacteriolytic Element found Tissues and Secretions. 311

Influence of Temperature on the V

T h e  l y t i c  a c t i o n  t a k e s  p l a c e  s l o w l y  i n  t h e  ic e  c h e s t  a n d  t h e  v e l o c i t y  

i n c r e a s e s  u p  to  6 0 °  C . a f t e r  w h ic h  i t  b e c o m e s  s l o w e r  a g a in ,  p r o b a b l y  o w in g  to  

t h e  d e s t r u c t i o n  o f  s o m e  o f  t h e  ly s o z y m e .

I f  l y s o z y m e  c o n t a i n i n g  m a t e r i a l ,  h o w e v e r ,  i s  l e f t  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  

Micrococcus lysodeikticus f o r  2 4  h o u r s  t h e  c o c c i  a r e  d i s s o l v e d  i n  t h e  s a m e  

d i l u t i o n  o f  t h e  l y s o z y m e  w h e t h e r  t h e  r e a c t i o n  t a k e s  p l a c e  a t  r o o m  t e m 

p e r a t u r e ,  3 7 °  C ., o r  5 0 °  C .

Does the Lysozyme pass through Membranes or Filters ?

1 . Collodion.— O n e  c .c . o f  a  s a l i n e  e x t r a c t  o f  s p u t u m  w a s  p l a c e d  i n  a  

c o l lo d io n  s a c  a n d  t h i s  w a s  s u s p e n d e d  i n  a  t u b e  c o n t a i n i n g  a  t h i c k  s u s p e n s i o n  

o f  M.lysodeikticus  a n d  i n c u b a t e d  f o r  6  h o u r s .  N o  l y s i s  o f  t h e  c o c c i  t o o k  p l a c e .  

T h e  s a c  w a s  t h e n  p u n c t u r e d  a n d  t h e  c o n t e n t s  a l l o w e d  t o  m i x  w i t h  t h e  

b a c t e r i a  w h e n  c o m p l e t e  l y s i s  o c c u r r e d  w i t h i n  2  m i n u t e s ,  s h o w i n g  t h a t  t h e  

s p u t u m  e x t r a c t  c o n t a i n e d  l y s o z y m e ,  w h i c h ,  h o w e v e r ,  h a d  b e e n  u n a b l e  t o  

p a s s  t h r o u g h  a  c o l lo d i o n  m e m b r a n e .

2. Porcelain Filter.— F i f t y  c .c . o f  a  1 i n  1 ,0 0 0  d i l u t i o n  o f  t e a r s  w e r e  p a s s e d

t h r o u g h  a  B e r k f e l d  f i l t e r  a n d  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  f i l t r a t e  w a s  d e v o i d  o f  

l y s o z y m e  a c t i o n .  A s  i t  m i g h t  h a v e  b e e n  p o s s i b l e  t h a t  s o m e  i n h i b i t o r y

s u b s t a n c e  (e.g., a c i d  o r  a l k a l i )  h a d  b e e n  a b s o r b e d  f r o m  t h e  f i l t e r  a n d  p a s s e d  

i n t o  t h e  f i l t r a t e  a  s m a l l  q u a n t i t y  o f  t h e  u n f i l t e r e d  t e a r s  w a s  a d d e d  t o  t h e  

t u b e s  c o n t a i n i n g  t h e  f i l t r a t e  a n d  t h e  c o c c i  w h e n  l y s i s  p r o m p t l y  o c c u r r e d  

s h o w i n g  t h a t  t h e  l y s o z y m e  h a d  a c t u a l l y  b e e n  r e t a i n e d  o n  t h e  f i l t e r  a n d  t h a t  

t h e  a b s e n c e  o f  l y s i s  w h e n  t h e  f i l t r a t e  a n d  c o c c i  w e r e  m i x e d ,  w a s  n o t  d u e  t o  

t h e  p r e s e n c e  o f  a n y  i n h i b i t o r y  s u b s t a n c e .

I t  w a s  im p o s s i b l e  t o  o b t a i n  h u m a n  s e c r e t i o n s ,  r i c h  i n  ly s o z y m e ,  i n  

s u f f i c i e n t  q u a n t i t y  t o  f i l t e r  t h e m  i n  a  s t r o n g  c o n c e n t r a t i o n  t h r o u g h  t h e  

p o r c e l a i n  f i l t e r s  a v a i l a b l e .  E g g  w h i t e ,  h o w e v e r ,  w h ic h  i s  v e r y  r i c h  i n  

ly s o z y m e ,  w a s  u s e d  f o r  t h i s  p u r p o s e  i n  a  d i l u t i o n  o f  1 i n  1 0  i n  n o r m a l  s a l i n e  

s o lu t io n .  T h e  f i l t r a t e  w a s  c o l l e c t e d  i n  s e p a r a t e  p o r t i o n s  o f  a b o u t  1 c .c ., a n d  

e a c h  p o r t i o n  w a s  t e s t e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  l y s o z y m e .  T h e  f i r s t  1 9  c .c . 

w h ic h  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  f i l t e r  h a d  n o  l y t i c  a c t i o n  o n  M. lysodeikticus b u t  

a f t e r  t h a t  t h e  l y s o z y m e  p a s s e d  t h r o u g h  a n d  i n  t h e  3 0 t h  c .c . t h e  s t r e n g t h  o f  

t h e  f i l t r a t e  w a s  p r a c t i c a l l y  t h e  s a m e  a s  t h a t  o f  t h e  u n f i l t e r e d  m a t e r i a l .

T h e s e  e x p e r i m e n t s  s h o w  t h a t  a  p o r c e l a i n  f i l t e r  is  c a p a b l e  o f  a b s o r b i n g  a  

c o n s id e r a b le  q u a n t i t y  o f l y s o z y m e ,  b u t  w h e n  t h a t  h a s  b e e n  a b s o r b e d  t h e  

f i l t e r  o f f e r s  n o  b a r r i e r  t o  t h e  p a s s a g e  o f  t h i s  s u b s t a n c e .  W e  s h a l l  s e e  t h a t  

t h e  s a m e  t h i n g  h a p p e n s  w i t h  f i l t e r s  o f  c o t t o n  w o o l  a n d  f i l t e r  p a p e r .
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3 1 2

Cotton Wool.— T h i s  w a s  t e s t e d  b y  tw o  m e t h o d s  w h ic h  t h e  a u t h o r  h a d  

p r e v i o u s ly  u s e d  to  d e m o n s t r a t e  t h e  g o s s y p i o t r o p i c  p r o p e r t i e s  o f c e r t a i n  a n i l i n e  

d y e s .

T h e  f i r s t  m e t h o d  c o n s i s t s  i n  p u s h i n g  s lo w ly  t o  t h e  b o t t o m  o f  t h e  t e s t - t u b e  c o n 

t a i n i n g  a  c o l u m n  o f  a b o u t  2  i n c h e s  o f  a  l y s o z y m e - c o n t a i n i n g  m a t e r i a l  a  t i g h t  

p l u g  o f  c o t t o n - w o o l ,  so  t h a t  t h e  f lu id  p e r c o l a t e s  t h r o u g h  t h e  c o t to n - w o o l  a n d  

c o l l e c t s  a b o v e  i t .  U s i n g  t e a r s  d i l u t e d  1 i n  1 ,0 0 0  ( t h i s  s a m p l e  o f  t e a r s  s h o w e d  

ly s i s  u p  t o  a  d i l u t i o n  o f  1 i n  5 ,0 0 0 ,0 0 0 )  i t  w a s  f o u n d  t h a t  w h e n  t h i s  

e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  t h e  w h o le  o f t h e  l y s o z y m e  w a s  r e m o v e d  b y  t h e  

c o t to n - w o o l .

I n  t h e  s e c o n d  m e t h o d  a  t i g h t  p l u g  o f  c o t to n - w o o l  w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  a  

n a r r o w  t u b e ,  1 c .c . o f  t e a r s  (1  i n  1 ,0 0 0 )  p l a c e d  a b o v e  t h i s ,  a n d  w i t h  p r e s s u r e  

e x e r t e d  w i t h  a  r u b b e r  t e a t  t h e  f lu id  w a s  d r i v e n  t h r o u g h  t h e  c o t to n - w o o l .  

S u c c e s s iv e  v o lu m e s  o f  1 c .c . w e r e  d r i v e n  i n  t h i s  w a y  t h r o u g h  t h e  c o t to n - w o o l  

a n d  t h e s e  w e r e  s e p a r a t e l y  t e s t e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  ly s o z y m e .  I t  w a s  

f o u n d  t h a t  a  t i g h t  p l u g  o f  c o t t o n - w o o l  1 c m . lo n g  i n t r o d u c e d  i n t o  a  p ie c e  o f  

6 - m m . t u b i n g  a b s o r b e d  t h e  w h o le  o f  t h e  l y s o z y m e  f r o m  1 2  c .c . o f  a  

1 i n  1 0 0 0  d i l u t i o n  o f  t e a r s .  F u r t h e r  v o l u m e s  o f  t h e  d i l u t e d  t e a r s  p a s s e d  

t h r o u g h  t h i s  c o t t o n - w o o l  p l u g  a l l  c o n t a i n e d  ly s o z y m e .

Filter Paper.— T h i s  w a s  t e s t e d  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  c o t to n - w o o l  a n d  w i t h  

t h e  s a m e  r e s u l t s .  P a s s a g e  t h r o u g h  a b o u t  0 ’5  c m . o f  c o m p r e s s e d  f i l t e r  p a p e r  

i n  6 - m m . t u b i n g  r e m o v e d  t h e  w h o le  o f  t h e  l y s o z y m e  f r o m  1 0  c .c . o f  a  

a  t h o u s a n d - f o l d  d i l u t i o n  o f  t e a r s .

Is the Lysozyme Removed from Solution Substances such as Charcoal ?

I t  w a s  f o u n d  t h a t  w h e n  a  s m a l l  q u a n t i t y  o f  b lo o d  c h a r c o a l  w a s  a d d e d  to  a  

t h o u s a n d - f o l d  d i l u t i o n  o f  t e a r s  a n d  a f t e r  2  h o u r s  o n  t h e  b e n c h  t h e  m i x t u r e  

w a s  c e n t r i f u g e d ,  t h e  c l e a r  s u p e r n a t a n t  f l u i d  c o n t a i n e d  n o  ly s o z y m e .  I t  w a s  

s h o w n  t h a t  n o  i n h i b i t o r y  s u b s t a n c e  h a d  b e e n  a b s o r b e d  i n t o  t h e  f lu id  f r o m  t h e  

c h a r c o a l  b e c a u s e ,  a f t e r  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  h a d  f a i l e d  to  c a u s e  ly s i s  o f  t h e  

c o c c i ,  a  s m a l l  q u a n t i t y  o f  t h e  d i l u t e d  t e a r s  w a s  i n t r o d u c e d ,  w h e n  ly s i s  p r o m p t l y  

o c c u r r e d .  I t  i s  e v i d e n t ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  c h a r c o a l  r e m o v e d  t h e  ly s o z y m e  f r o m  

t h e  f lu id .

Distribution of the Lysozyme in Body.

I n  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t s  i t  w a s  f o u n d  t h a t  n a s a l  m u c u s  c o n t a i n e d  a  l a r g e  

a m o u n t  o f  ly s o z y m e ,  a n d  i t  w a s  l a t e r  f o u n d  t h a t  t e a r s  a n d  s p u t u m  w e r e  

v e r y  p o t e n t  i n  t h e i r  l y t i c  a c t i o n .  I t  w a s  a ls o  f o u n d  t h a t  t h i s  p r o p e r t y  w a s  

p o s s e s s e d  b y  a  v e r y  l a r g e  n u m b e r  o f t h e  t i s s u e s  a n d  o r g a n s  o f  t h e  b o d y . T h e  

l y s o z y m e - c o n t e n t  o f  t h e  t i s s u e s  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  p l a c i n g  s m a l l  p o r t i o n s  o f  

t i s s u e  n o t  l a r g e r  t h a n  a  s p l i t  p e a  i n  t u b e s  c o n t a i n i n g  1 c .c . o f  a  t h i c k  s u s p e n -

M r . A .  F l e m i n g .  On a Remarkable
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Bacteriolytic Element found in Tissues and Secretio7is. 3 1 3

s io n  o f  t h e  M. lysodeikticusi n c u b a t i n g  t h e  t u b e s  a t  4 5 °  C ., a n d  n o t i n g  w h e t h e r

a n y  ly s i s  t o o k  p la c e  a s  e v i d e n c e d  b y  a  c l e a r i n g  o f  t h e  o p a c i t y  o f  t h e  s u s p e n s i o n .  

S o m e  o f  t h e s e  t i s s u e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  p o s t m o r t e m  r o o m , o t h e r s  f r o m  

l a b o r a t o r y  w o r k e r s  o r  f r o m  t h e  o p e r a t i n g  t h e a t r e .  T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  c a n  

b e  s u m m e d  u p  b y  s a y i n g  t h a t  a l l  t h e  t i s s u e s  a n d  o r g a n s  p o s s e s s e d  s o m e  l y t i c  

p o w e r ,  e v e n  a  f e w  h a i r s  f r o m  t h e  h e a d  c a u s i n g  s o l u t i o n  o f  t h e  c o c c i . W h i l e  

i n  t h e s e  t e s t s  n o  a t t e m p t  w a s  m a d e  a t  a n  e x a c t  q u a n t i t a t i v e  e s t i m a t i o n ,  i t  

w a s  n o t i c e d  t h a t  l y s i s  p r o c e e d e d  v e r y  m u c h  m o r e  r a p i d l y  w i t h  s o m e  t i s s u e s  

t h a n  w i t h  o t h e r s .  B r i e f l y ,  i t  m a y  b e  s a id  t h a t  e p i d e r m a l  s t r u c t u r e s ,  t h e  

l i n i n g  m e m b r a n e  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  a n d  e s p e c i a l l y  t h e  c o n n e c t i v e  t i s s u e s  

( w h e t h e r  f ib r o u s ,  f a t t y  o r  c a r t i l a g i n o u s )  c o n t a i n e d  l a r g e  a m o u n t s  o f  l y s o z y m e  

a f f e c t in g  M. lysodeikticus.T h e  r a p i d i t y  o f  t h e  l y s i s  w i t h  c a r t i l a g e  w a s  so

s t r i k i n g  t h a t  a n  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  e s t i m a t e  m o r e  a c c u r a t e l y  t h e  a m o u n t  

o f  l y s o z y m e  i n  t h i s  t i s s u e .  A  s m a l l  p o r t i o n  o f  c a r t i l a g e  f r o m  t h e  p a t e l l a  

( d e e p  to  t h e  a r t i c u l a r  s u r f a c e )  w a s  w e ig h e d  a n d  g r o u n d  u p  i n  a  m o r t a r  w i t h  

a  m e a s u r e d  v o lu m e  o f  s a l t  s o l u t i o n .  T h i s  w a s  a l l o w e d  t o  e x t r a c t  f o r  6  h o u r s  

w h e n  i t  w a s  c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  f l u i d  w a s  a d d e d  i n  v a r i o u s  

d i l u t i o n s  to  a  s u s p e n s i o n  o f  t h e  M.lysodeikticus. I t  w

a n  e x t r a c t  c o r r e s p o n d i n g  t o  o n e  p a r t  o f  t h e  o r i g i n a l  c a r t i l a g e  i n  1 ,3 0 0  p a r t s  

o f  n o r m a l  s a l t  s o l u t i o n ,  t h e r e  w a s  c o m p l e t e  l y s i s  o f  t h e  c o c c i  i n  5  m i n u t e s  

a t  4 5 °  G . w h ic h  s h o w s  t h a t  c a r t i l a g e  h a s  a p p r o x i m a t e l y  o n e - t e n t h  t h e  

l y s o z y m e - c o n t e n t  o f  t e a r s .

T h e  p r e s e n c e  o f  l y s o z y m e  w a s  s o u g h t  f o r  i n  c e r t a i n  p h y s i o l o g i c a l  a n d  

p a t h o l o g ic a l  f lu id s ,  a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  s e t  f o r t h  i n  T a b l e  I .

T a b l e  I .

Fluids containing lysozyme. Fluids not containing lysozyme.

Tears. Normal urine.
Sputum. Cerebro-spinal fluid.
Nasal mucus.
Saliva.
Blood serum.
Blood plasma.
Peritoneal fluid.
Pleural effusion.
Hydrocoele fluid.
Ovarian cyst fluid.
Sebum.
Pus from acne pustule.
Sero pus from a “ cold ” abscess in the 

popliteal space.
Urine containing much albumin and 

pus.

Sweat (one sample only tested.)

Semen (very weak).
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3 1 4 M r .  A .  F l e m i n g .  On a Remarkable

I n  c o n n e c t io n  w i t h  t h e  l y s o z y m e - c o n t e n t  o f  t h e  b lo o d ,  i t  i s  to  b e  n o te d  

t h a t ,  i n  a d d i t i o n  t o  i t s  b e in g  p r e s e n t  i n  t h e  l e u c o c y te s ,  i n  t h e  p l a s m a ,  a n d  i n  

t h e  s e r u m ,  i t  i s  a l s o  p r e s e n t  i n  r a t h e r  l a r g e  a m o u n t  i n  t h e  f i b r in  o f t h e  b lo o d  

c lo t .  I t  i s  c o n c e iv a b le  t h a t  t h i s  i s  a  p r o t e c t i v e  m e c h a n i s m  f o r  o p e n  w o u n d s ,  

w h ic h  r a p i d l y  b e c o m e  c o v e r e d  w i t h  a  l a y e r  o f  f i b r in  a n d  l e u c o c y te s ,  b o th  o f 

w h ic h  a r e  r i c h  i n  l y s o z y m e .

T h e  l y s o z y m e - c o n t e n t  o f  t e a r s ,  s p u t u m ,  n a s a l  m u c u s ,  s a l i v a ,  a n d  b lo o d  

s e r u m  o f  t h e  s a m e  i n d i v i d v a l  w e r e  t e s t e d .  T h e  s p e c im e n s  w e r e  a l l  c o l l e c t e d  

a t  t h e  s a m e  t i m e  a n d  w e r e  t e s t e d  a b o u t  4  h o u r s  a f t e r w a r d s .  T h e  t i t r a t i o n s  

w e r e  c a r r i e d  o u t  b y  m a k i n g  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  t h e  v a r i o u s  f lu id s  a n d  a d d i n g  

t o  t h e s e  d i l u t i o n s  a  m e a s u r e d  q u a n t i t y  o f  a  t h i c k  s u s p e n s i o n  o f  M. ,

a f t e r  w h ic h  t h e  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  4 5 °  C ., a n d  r e a d i n g s  w e r e  m a d e  a t  

i n t e r v a l s  o f  1 5 , 3 0 , a n d  6 0  m i n u t e s .  T h e  r e s u l t s  a r e  s e t  o u t  i n  T a b le  I I :—

T a b l e  I I . — T h e  L y s o z y m e - C o n t e n t  o f  v a r i o u s  F l u i d s  t a k e n  f r o m  t h e  s a m e  

I n d i v i d u a l  a t  t h e  s a m e  T im e .

Material examined.

Time of 

incuba
tion at 

45° C.

Dilution of fluid, 1 in : —

1
mins. 10 30 90 270 810 2430

Blood serum.......... 15 + + i zt 0 0 0

30 4- + + ziz trace 0

60 + + + 4- zt 0

100 300 900 2,700

Saliva ................. 15 -F zt 0 0

30 + 4- ± 0

60
+ i  +

0

500 1,500 4,500 13,500 40,500 121,500

Nasal mucus.......... 15 + *+■ + ± zt 0

30 4- + 4 -F ziz 0

60 4 4- 4- + ziz 0

Sputum ............. 15 4- -F 4 zt 0

30 + 4- + + zb 0

60 + + 4- + dz 0

Tears..................... 15 4- + 4 + 0 0

30 + 4 + + zt 0

60
+

+ -F 4 + zt

+ signiiies complete clearing of tlie fluid. 

±  ,, partial „ „

0 „ no „ ,,

I t  w i l l  b e  s e e n  f r o m  t h e  a b o v e  T a b l e  t h a t  t e a r s ,  s p u t u m ,  a n d  n a s a l  m u c u s  

a r e  v e r y  r i c h  i n  l y s o z y m e  t o  t h e  M. lysodeikticus, w h i l e  s a l iv a  a n d  b lo o d  s e r u m  

a r e  r e l a t i v e l y  w e a k .  F l u i d s  f r o m  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  i n d i v i d u a l s  h a v e
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b e e n  t e s t e d  a n d  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t s  o f  l y s o z y m e  c o n t a i n e d  i n  t h e s e  h a v e  

b e e n  f o u n d  t o  b e  c o m p a r a t i v e l y  c o n s t a n t ,  e x c e p t  i n  t h e  c a s e  o f  s a l i v a ,  w h i c h  

s e e m s  t o  v a r y  c o n s i d e r a b ly ,  a l t h o u g h  i t  n e v e r  a p p r o a c h e s  i n  l y s o z y m e -  

c o n t e n t  t e a r s ,  s p u t u m ,  o r  n a s a l  m u c u s .

The Question as to whether Lysozyme exists Tissues other than Human

Tissues.

O n ly  a  l i m i t e d  a m o u n t  o f  w o r k  h a s  b e e n  d o n e  i n  t h i s  d i r e c t i o n ,  b u t  i t  i s  

s u f f i c i e n t  t o  s h o w  t h a t  l y s o z y m e  is  v e r y  w i d e s p r e a d  i n  n a t u r e .  R a b b i t  a n d  

g u i n e a - p i g  t i s s u e s  w e r e  e x a m i n e d  a n d  i t  w a s  f o u n d  t h a t  n e a r l y  a l l  o f  t h e s e  

c o n t a i n e d  s o m e  l y s o z y m e  f o r  t h e  M. lysodeb u t  i n  g e n e r a l  

n o t  n e a r l y  s o  m a r k e d  a s  i t  w a s  w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  h u m a n  t i s s u e s .  I t  m a y  

b e  n o te d  t h a t  t h e  l a c h r y m a l  s e c r e t i o n  o f  b o t h  t h e s e  a n i m a l s  c o n t a i n e d  n o  

ly s o z y m e  f o r  t h e  M. lysodeikticus, a g a i n s t  w h ic h  t h e  h u m a n  t e a r s  a r e  so  p o w e r f u l .  

T h e  t i s s u e s  o f  a  d o g  w e r e  m u c h  m o r e  l y t i c  t h a n  t h o s e  o f  t h e  r a b b i t  a n d  

g u in e a - p i g ,  b u t  e v e n  t h e y  w e r e  n o t  s o  a c t i v e  a s  h u m a n  t i s s u e s .

I t  w a s  f o u n d  t h a t  e g g - w h i t e  w a s  v e r y  r i c h  i n  l y s o z y m e  f o r  t h e  lysodeikticus, 

t h e r e  b e in g ,  a f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  2 4  h o u r s ,  l y s i s  v i s i b l e  t o  t h e  n a k e d  e y e  w h e n  

a  d i l u t i o n  a s  g r e a t  a s  1 i n  5 0 ,0 0 0 ,0 0 0  w a s  e m p lo y e d .  E g g - w h i t e  a l s o  

c o n t a i n s  l y t i c  s u b s t a n c e s  f o r  m a n y  o t h e r  b a c t e r i a .  I t  w a s  f o u n d  a l s o  t h a t  

c o m m e r c i a l  d r i e d  e g g  a l b u m i n  w a s  v e r y  r i c h  i n  l y s o z y m e .

I n  t h e  v e g e t a b l e  k i n g d o m  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t u r n i p  h a d  a  v e r y  d e f i n i t e ,  

t h o u g h  n o t  v e r y  s t r o n g  l y t i c  a c t i o n  o n  M. lysodeikticus. S e v e r a l  o f  t h e  o t h e r  

c o m m o n  t a b l e  v e g e t a b l e s  w e r e  t e s t e d ,  b u t  t h e y  a p p e a r e d  t o  b e  d e v o i d  o f  l y t i c  

a c t i v i t y .

Does the Lysozyme act on Bacteria other than the lysodeikticus ?

I n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h i s  p r o b l e m  t h e  m e t h o d  a d o p t e d  w a s  t o  m a k e  a  

s u s p e n s i o n  o f  t h e  b a c t e r i a  o f  s u c h  a  s t r e n g t h  t h a t  i t  g a v e  a  v e r y  d e c id e d  

o p a c i t y  w h e n  d i l u t e d  w i t h  a n  e q u a l  a m o u n t  o f  s a l i n e ; \  c .c . o f  t h i s  s u s p e n 

s io n  w a s  m i x e d  w i t h  t h e  s a m e  q u a n t i t y  o f  a  l - i n - 5 0  s p u t u m  e x t r a c t  o r  a  

d i l u t i o n  o f  t e a r s  f r o m  1 i n  1 0 0  t o  1 i n  1 ,0 0 0 .  A s  a  c o n t r o l ,  a  t w o f o ld  d i l u t i o n  

o f  t h e  o r i g i n a l  s u s p e n s i o n  w a s  m a d e  w i t h  n o r m a l  s a l t  s o l u t i o n .  T h e  t u b e s  

w e r e  i n c u b a t e d  a t  4 5 °  C . a n d  o b s e r v a t i o n s  w e r e  m a d e  a t  i n t e r v a l s  u p  to  

2 4  h o u r s ,  t h e  o p a c i t y  o f  t h e  t u b e  c o n t a i n i n g  s p u t u m  o r  t e a r s  b e i n g  c o m p a r e d  

w i t h  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l  t u b e .

T h r e e  g r o u p s  o f  m i c r o b e s  w e r e  t e s t e d : t h e  f i r s t  g r o u p  c o n s i s t e d  o f  1 0 4  

s t r a i n s  o f  b a c t e r i a  d e r i v e d  f r o m  t h e  a i r  o f  t h e  l a b o r a t o r y ,  a n d  o f  t h e s e  

7 5  p e r  c e n t ,  w e r e  d i s s o lv e d ,  m o r e  o r  l e s s  r e a d i l y ,  b y  a  1 i n  1 0 0  d i l u t i o n  o f  s p u t u m .  

T h e s e  a i r - b o r n e  b a c t e r i a  c o n s i s t e d  m a i n l y  o f  c o c c i  o f  v a r i o u s  s o r t s ,  b u t  t h e r e  

w e r e  a l s o  b a c i l l i ,  y e a s t s ,  a n d  t w o  s p e c i e s  o f  m o u ld .

Bacteriolytic Element found in Tissues and Secretions. 3 15
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3 1 6

T h e  s e c o n d  g r o u p  c o n s i s te d  o f  a  s e r ie s  o f  c u l t u r e s  o f b a c i l l i  w h ic h  a r e  

p a t h o g e n i c  f o r  s o m e  a n i m a l s ,  b u t  n o t ,  so  f a r  a s  i s  k n o w n ,  f o r  m a n .  T h e s e  

w e r e  k i n d l y  s u p p l i e d  b y  D r .  S t .  J o h n  B r o o k s  f r o m  t h e  N a t i o n a l  C o l le c t io n .  

T h e y  w e r e  t e s t e d  w i t h  t e a r s  (1  in  1 0 0 )  a n d  n a s a l  m u c u s  (1  in  1 0 0 ) ,  i n  

a d d i t i o n  to  t h e  s p u t u m  e x t r a c t ,  a n d  s e v e n  o u t  o f  e i g h t  c u l t u r e s  s h o w e d  

s o m e  ly s i s  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  o n e  o r  o t h e r  o f  t h e s e  f lu id s .  T h e s e  

c u l t u r e s  i n c l u d e d  B. abortus o f  B a n g ,  a n d  B. pseudotuberculosis r o d e n t iu m ,  

t o  b o t h  o f  w h i c h  t h e r e  w a s  s o m e  l y t i c  p o w e r  a n d  w h ic h  w i l l  b e  r e f e r r e d  

t o  l a t e r .

T h e  t h i r d  g r o u p  c o n s i s t e d  o f  b a c t e r i a  w h i c h  h a d  b e e n  i s o l a te d  f r o m  t h e  

h u m a n  b o d y ,  a n d  i t  w a s  f o u n d  t h a t ,  w h e r e a s  m o s t  o f  t h e s e  w e r e  n o t  a c t e d  o n  

b y  t h e  ly s o z y m e  c o n t a i n e d  i n  s p u t u m  o r  t e a r s ,  s o m e  w e r e  c o m p le t e l y ,  a n d  

o t h e r s  p a r t i a l l y  d i s s o lv e d .  N o t  o n e  o f  t h e  v a r io u s  m e m b e r s  o f  t h e  c o l i  

t y p h o i d  g r o u p  s h o w e d  t h e  s l i g h t e s t  s ig n s  o f  ly s i s ,  w h i l e  s i x t e e n  o u t  

o f  n i n e t e e n  s t r a i n s  o f  i n t e s t i n a l  s t r e p to c o c c i  w e r e  d i s s o lv e d  to  a  g r e a t e r  o r  

le s s  e x t e n t .

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h i s  g r o u p  o f  m ic r o b e s  a r e  s e t  f o r t h  i n  T a b le  I I I ,  

b u t  o f  n e c e s s i ty ,  c o n s i d e r i n g  t h e  m u l t i p l i c i t y  o f  s t r a i n s  in v o lv e d ,  t h i s  T a b le  

i s  i n c o m p le te ,  a n d  i t  m a y  w e l l  b e  t h a t  b y  a l t e r i n g  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  

e x p e r i m e n t  s o m e w h a t ,  a  m u c h  h i g h e r  p e r c e n t a g e  o f  t h e  b a c t e r i a  w i l l  b e  

d i s s o lv e d .

M r .  A .  F l e m i n g .  On a Remarkable

T a b le  I I I . — E f f e c t  o f  t h e  L y s o z y m e  c o n t a i n e d  i n  S p u t u m  o r  T e a r s  o n  

B a c t e r i a  i s o l a t e d  f r o m  t h e  H u m a n  B o d y ,

Type of microbe.
1

Number tested, i
Number showing 

some lysis.
Number showing 

no lysis.

Strep tococci ............................ 22 16 6

Staphylococci ......................... 4 2 2

B . co li....................................... 12 0 12
B . typhosus ............................ 1 0 1

R para typho su s  ..................... 2 0 2

B . p ro teu s  ................................ 2 0 2

B . pyocyaneus ......................... 3 0 3

B . p e s t i s . . . . ............................... 1 0 1

M. m eliten sis ............................ 1 0 1

D iph th ero id  B a c il l i  ............. 3 0 3

Bneumococci ............................ 2 0 2

I t  w a s  n o t i c e d  t h a t  w i t h  d i f f e r e n t  m ic r o b e s ,  d i f f e r e n t  f lu id s  i n  t h e i r  

l y s o z y m e - c o n t e n t  d i d  n o t  a l w a y s  b e a r  t h e  s a m e  r a t i o  to  o n e  a n o th e r .  T h u s ,  

w h i l e  t e a r s  w e r e  a p p a r e n t l y  t h e  m o s t  p o w e r f u l l y  l y t i c  t o  t h e  lysodeikticus, 

t h e y  h a d  a  le s s  p o w e r f u l  l y t i c  e f f e c t  o n  s o m e  o t h e r  c o c c i  t h a n  h a d  

s p u t u m  o r  s y n o v i a l  f lu id .  T h i s  m a y  b e  t h e  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  i m m u n i t y  o f
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Fleming. Roy. Soc. Proc9 3 ,  Pl. 9 .

F ig . 1. F ig - 2-

F ig . 3.
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c e r t a i n  t i s s u e s  to  c e r t a i n  i n f e c t i o n s ,  o r  c o n v e r s e l y  t h e  w e l l - k n o w n  p r e d i l e c t i o n  

o f  c e r t a i n  i n f e c t i o n s  f o r  c e r t a i n  t i s s u e s .

T h e  v ie w  h a s  b e e n  g e n e r a l l y  h e l d  t h a t  t h e  f u n c t i o n  o f  t e a r s ,  s a l i v a  a n d  

s p u t u m ,  s o  f a r  a s  i n f e c t i o n s  a r e  c o n c e r n e d ,  w a s  to  r i d  t h e  b o d y  o f  m i c r o b e s  

b y  m e c h a n i c a l l y  w a s h i n g  t h e m  a w a y .  M e t c h n i k o f f  i n  h i s  t r e a t i s e  o n  

“ I m m u n i t y  a n d  I n f e c t i o u s  D i s e a s e , ” e x p r e s s e s  h i m s e l f  v e r y  c l e a r l y  a n d  

p r e c i s e l y  o n  t h i s  p o i n t .  F r o m  t h e  e x p e r i m e n t s  d e t a i l e d  a b o v e ,  h o w e v e r ,  

i t  i s  q u i t e  c l e a r  t h a t  t h e s e  s e c r e t i o n s ,  t o g e t h e r  w i t h  m o s t  o f  t h e  t i s s u e s  o f  

t h e  b o d y ,  h a v e  t h e  p r o p e r t y  o f  d e s t r o y i n g  m i c r o b e s  t o  a  v e r y  h i g h  d e g r e e .

I t  h a s  n o t  b e e n  p o s s ib l e  t o  t e s t  e x t r a c t s  o f  a l l  t h e  d i f f e r e n t  t i s s u e s  t o  e a c h  

o f  m a n y  m ic r o b e s ,  b u t  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  h u m a n  t e a r s  a n d  s p u t u m  

c a n  d i s s o lv e  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  m i c r o b e s  ( p r e s u m a b l y  n o n - p a t h o g e n i c )  

r e c o v e r e d  f r o m  t h e  a i r  o f  t h e  l a b o r a t o r y .  M o s t  o f  t h e s e  a i r - b o r n e  b a c t e r i a  

a r e  n o n - p a t h o g e n i c ,  a n d  i t  s e e m s  e x t r e m e l y  u n l i k e l y  t h a t  t h e y  c o u l d  

b e c o m e  p a t h o g e n i c  w h e n  t h e  h u m a n  s e c r e t i o n s  s h o w  s u c h  a  d e s t r u c t i v e  a c t i o n  

t o w a r d s  t h e m .

A g a i n ,  t h e  h u m a n  s e c r e t i o n s  s h o w e d  l y t i c  p o w e r  t o  m o s t  o f  t h e  m i c r o b e s  

t e s t e d  w h i c h ,  a l t h o u g h  p a t h o g e n i c  t o  s o m e  a n i m a l s  a r e  h a r m l e s s  t o  m a n .  

N o t a b l y  t h e r e  w a s  a  c e r t a i n  a m o u n t  o f  l y s i s  e v i d e n t  w i t h  t h e  b a c i l l u s  a b o r t u s  

o f  B a n g  a n d  B. pseudotuberculosis rodentium, w h i c h  a r e  c u l t u r a l l y  a n d

s e r o l o g i c a l ly  i d e n t i c a l  w i t h  M. melitensis a n d  B. pestis r e s p e c t i v e l y ,  b o t h  o f  

w h i c h  l a t t e r  o r g a n i s m s  a r e  v e r y  p a t h o g e n i c  f o r  m a n ,  a n d  f o r  w h i c h  t h e r e  i s  

a p p a r e n t l y  n o  ly s o z y m e  i n  t h e  h u m a n  s e c r e t i o n s .  I t  m a y  b e  t h a t  i t  i s  

i n  t h i s  s e n s i t i v e n e s s  t o  a  h u m a n  l y s o z y m e  t h a t  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e s e  

m i c r o b e s  l ie s .

Bacteriolytic Element found in Tissues and Secretions. 3 1 7

D E S C R I P T I O N  O F  P L A T E .

F i g .  1 .— P h o t o g r a p h  o f  a g a r  p l a t e  w i t h  i m b e d d e d  t e a r s .

F ig .  2 .— B a c t e r i c i d a l  p o w e r  o f  t e a r s  o n  s t r e p t o c o c c i .  U p p e r  h a l f — c u l t u r e  f r o m  

s t r e p t o c o c c i  i n  s a l t  s o l u t i o n .  L o w e r  h a l f — c u l t u r e  f r o m  s a m e  n u m b e r  o f  

s t r e p t o c o c c i  i n  t e a r s  (1  i n  1 0 0 ) .

1  ig .  3 .— U p p e r  h a l f—Micrococcus lysodeikticusb e f o r e  b e i n g  a c t e d  o n  b y  t e a r s .  L o w e r  

h a l f — s a m e  p a r t i a l l y  d i s s o l v e d  b y  t e a r s .  E x a m i n e d  b y  B u r r i ’s  m e t h o d .
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