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DEFEKTIV LYSOGENE BACILLUS ANTHRACIS-STÄMME

Von

G. I v a n o v ic s

M ikrobiologisches In s ti tu t  (D irektor : G. I v á n o v i c s )  der M ed izin ischen  U niversität, Szeged

(E in g eg an g en  am  26 O k to b e r, 1966)

Z u sam m en fassu n g . A us de r in C 0 2-A tm osphäre  b e re ite te n  K u ltu r  eines m it e in e r v iru ­
len te n  M u tan te  des W -P h ag en  in fiz ie rten  kapsu logenen  B . an th ra c is-S ta m m es  k o n n te n  d e fek ­
t iv  lysogene Iso la te  gew onnen  w erden . Diese de fek tiv e  P ro p h a g e n  trag en d en  ak ap su lo g en en  
M u ta n te n  setzen  P h a g e n  n ic h t frei, u n d  n u r ihre Im m u n i tä t  W -P h ag en  gegenüber lä ß t  a u f  
ih re  lysogene N a tu r  sch ließen . E n tg eg en  diesen d e fek tiv  ly so g en en  S täm m en  a d so rb ie r t das 
p h a g en re s is ten te  I s o la t  die hom ologen  P h ag en  n ich t. A us d e n  W -P h ag en  k o n n ten  te m p e rie r te  
u n d  v iru len te  M u ta n te n  iso lie rt w erden , die m it den  d e fek tiv e n  S täm m en  e inen  ly sogenen  
K o m p lex  b ilden  o d er diese Zellen auflösen.

M cC lo y  [1] h a t t e  1951 aus dem  einen ly sogenen  S ta m m  des Bacillus  
cereus einen te m p e r ie r te n  P h a g e n  isoliert, der  v e rsch iedene  Bacillus anthracis-  
S tä m m e  sehr spezif isch  bee in f luß te .  E r  n a n n te  d iesen  P h a g e n  und  seine M u ta n ­
ten  W -P hagen . Mit diesem  P h a g e n  befassen sich zah lre iche  M itte ilungen  [2, 3, 
4, 5, 6, 7,]. D en aus d em  lysogenen B .  ce reus-S tam m  fre iw erdenden , t e m p e r ie r ­
te n  P h ag en  beze ichne te  M cC l o y  m it ß, und  seine M u ta n te n  m it a und  y. Mit 
dem  /З-P hagen  sind der  a typ ische ,  asporogene D a v is -S ta m m  des B. anthracis  
und die ty p isch en  A n th ra x s tä m m e  g le icherm aßen  lysogenisierbar. M c C l o y  
ve rm o ch te  m it dem  a -P h a g e n  lysogene B a k te r ie n  n ic h t  zu e rh a l ten  [2]. U n ­
län g s t  h a t te  ich m i tg e te i l t ,  d a ß  m i tu n te r  auch m it  d e r  a -M u ta n te  m it  ty p isch en  
A n th ra x s tä m m e n  lysogene K o m plexe  hergeste ll t  w erden  k o nn ten .  Die m it  
dem  V o llum -S tam m  des B. anthracis  gewonnenen a - ly sogenen  K om plexe hab en  
sich als äu ß e rs t  labil erwiesen, u n d  der P ro p h a g  w ird  durch  K o h len d io x y d  
in d uz ie r t .  E ine w eitere  M u ta n te  des a -P h ag en  is t  aC, m it  der B ak te r ien  n ich t  
zu lysogenisieren w a re n  [8].

Ich  b e o b a c h te te ,  d aß  m i t  dem  aC -P hagcn  u n t e r  e n tsp rech en d en  B e d in ­
gungen  Isolate zu e rh a l te n  s ind, welche n ich t  n u r  gegen die a- u n d  ß-, son d ern  
auch  gegen die a C -P h a g e n  im m u n  sind. Obw ohl die W -P h a g e n  diese Iso la te  
n ich t  angreifen, w erden  die P h a g e n  doch ausgiebig  ad so rb ie r t ,  sie sind also 
n ich t  als res is ten t,  so n d e rn  als im m u n  zu b e t ra c h te n .  Diese im m u n en  S tä m m e  
lassen aus ihrem In n e re n  keine in fek tiven  P h a g e n te i lc h e n  freiwe rden , so d a ß  
fü r  die I m m u n i tä t  lediglich defek tive  P ro p h ag en  v e ra n tw o r t l ic h  sein k ö n n en .

Die vorliegende M itte i lung  sch ildert  die Iso l ie ru n g  der  defek tiv  lysogenen  
B. an thracis-S tänunc  und  einige ih re r  E igenschaften .
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M ater ia l  und  M ethoden

Z u d en  V ersuchen w u rd e n  kap su lo g en e  V C +- u n d  akapsu logene FC  “ -V a ria n ten  des 
V o llu in -S ta m m e s sowie de r D a v is-S ta m m  b e n u tz t.  Im  L aufe  frü h ere r A rb e ite n  [7, 8] h a tte n  
w ir  d a s  D e r iv a t  VC~1128 iso lie rt, w elches sich  als eine dem  W -P hagen  g eg en ü b e r re s is ten te  
M u ta n te  des V ollum -S tam m es erw ies.

Ü b e r  die b e n u tz ten  W -P h a g en  g ib t d ie v o ran g eg an g en e  A rb e it [8] A u fsch lu ß . Die 
P h a g e n  A 2 u n d  A3 sowie ih re  E ig e n sc h afte n  h a b en  w ir u n län g s t besch rieben  [9], u n d  d ie M it­
g lie d e r d iese r  beiden P h a g e n g ru p p e n  u n te rsch ied e n  sich sch arf v o n  den W -P h ag en .

E in e  B eschreibung  d e r N ä h rb ö d en  u n d  d e r an g ew an d ten  M ethoden  e n th a lte n  frü h ere  
M itte ilu n g e n  [7, 8].

E rgebn isse

Isolierung defektiv lysogener S täm m e.  Von dem V C + -S p o ren m a te r ia l  
w u r d e n  a u f  50%  P fe rd e se ru m  e n th a l te n d e m  V P -A g a r  d iagonale  A b im p fu n g  
v o rg e n o m m e n  u n d  d a rü b e r  kreuzweise  m e h re re  parallele L in ien  m i t  einer 
a C -P h a g e n v e rd ü n n u n g  v o n  10 4 gezogen. D ie  K u l tu re n  w u rd e n  96 S tu n d e n  
in  T h e r m o s ta t  in 25 % ig e r  C 0 2-A tm o sp h ä re  in k u b ie r t .  Aus d en  s t a r k  m uko iden  
K o lo n ie n  gingen t ro c k e n e  F o r t s ä tz e  h e rv o r .  N u r  w urde  an  versch iedenen  
S te l le n  S p o ren m ate r ia l  e n tn o m m e n  u n d  das P robegem isch  n a c h  5 M inu ten  
E r w ä r m e n  bei 80°C in D a v is - In d ik a to r  u n d  a u f  A g a rp la t te n  a u sg eb re i te t .  A uf 
d e n  m i t  D av is - In d ik a to r  b e re i te te n  P l a t t e n  k a m e n  lysogene K lo n e  n ic h t  zur 
B e o b a c h tu n g .  Das S p o ren m a te r ia l  lie ferte  akapsu logene K o lo n ien  (in der 
C o2-A tm osphäre ) ,  die sich gegenüber  den  aC -P hagen  teils als re s is ten t ,  und  
te ils  als em pfindlich  erwiesen. Die m e is ten  der res is ten ten  K o lo n ien  tr ieben  
ungew ö h n lich  s ta rk  u n d  schnell Sporen , w o d u rch  die K olon ien  porzellanw eiße 
F a r b e  erhielten. Von diesen K olon ien  w u rd e n  weitere A u sb re i tu n g e n  herge­
s te l l t  u n d  von den in  d e r  S u b k u l tu r  g e fundenen  Kolonien einige w ieder au f  
ih re  P h a g e n e m p f in d l ic h k e i t  geprüf t .  Die aus den res is ten ten  K o lo n ien  b e re i te ­
t e n  zw eiten  S u b k u l tu re n  segreg ierten  schon  keine phag en em p fin d l ich en  K olo­
n ie n  m ehr .  A uf  solche s tab i len  Iso la te  bez iehen  sich unsere  B eo b ach tu n g en .

D ie Eigenschaften der phagenresistenten Isolate. I n  zwei gesonderten  
V e rsu c h e n  w urden  14 res is ten te  Iso la te  u n te r su c h t .  Bei der  A u sb re i tu n g  des 
S p o re n m a te r ia ls  d ieser Iso la te  a u f  104/m l aC -P hagen te i lchen  e n th a l ten d e  
A g a r p la t t e n  w urde die gleiche Zahl von  K olonien  gefunden  wie im Falle der 
p h a  genfreien  K o n t ro l lp la t te n .  Som it  sch ienen  die Iso la te  ho m o g en  zu sein.

Die Morphologie d e r  K olon ien  d e r  p h a g e n u n e m p f in d l ic h en  Isolate  
u n te r s c h ie d  sich v o n  d e r  des p a re n te n  S tam m es ,  sie w aren  e tw as  k le iner und  
u n reg e lm äß ig e r  als die FCV -K olonien. I n  zahlreichen V ersu c h e n  t r a c h te te n  
w ir  u n t e r  versch iedenen  B ed in g u n g en  P h a g e n  aus den I so la te n  nachzuw eisen. 
I m  F a lle  der m it  dem  D a v is -S ta m m  herg es te l l ten  gem isch ten  K u l tu r e n  gelang 
d ies auch  dann n ich t ,  w enn  v o rhe r  die re s is ten ten  S täm m e  v e rsch ieden  lange 
Z e i t  m i t  U V -Licht b e s t r a h l t  oder m i t  M itom ycin-C  b e h a n d e l t  w o rd en  waren. 
T r o t z  ih re r  Resis tenz  gegen W -P h a g e n  h a b e n  sie diese P h a g e n  ausg ieb ig  adsor-
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liiert, w ä h re n d  von  dem f rü h e r  iso lierten  re s is te n te n  D er iv a t  VC /128 W -P h a -  
gen ü b e r h a u p t  n ich t  gebunden  w urden . D er allen W -P h ag en  g e g e n ü b e r  resi­
s te n te  S ta m m  erwies sich den he te ro logen  A2- u n d  A 3-Phagen  g e g e n ü b e r  als 
em pfind lich . Dies dem onstr ie ren  die »e. o. p.« (efficiency of p la t in g ) -W e r te  
(s. Tabelle  1).

Tabelle I

Der e. o. p .- Wert des homogenen aC- und  der heterologen 
A 2- und A 3~ Phagen im  Falle des nicht lysogenen, 

des defektiv lysogenen (d l)  und des resistenten (  VC~ /128) 
Stammes, sowie die Adsorption des otC-Phagen

S tam m
E. o. p .-W e rte  m it v e rsch ied en en  P h ag en A dsorption  

des aC -P hagen
aC A s A ,

D a v i s 1.0 1.0 1,0 96
V C - 0.8 0,7 1,0 9.7
5 VC dl 10 5 1,0 1.0 92

6a VC dl 10 5 1.0 1,0 92

6h VC dl 10 5 1.0 1,0 90
7 VC dl 10 « 1,0 1.0 74

8 VC dl 10 5 1,0 1.0 88

9 VC dl 10 7 1,0 1.0 82

10 V C -d l 10 « 1,0 1,0 87

1 1 VC dl 10 11 1.0 1.0 85
VC- /128 < 1 0 - ’ 1.0 1,0 0,0

A u f  G ru n d  der  versch iedenen  E v idenz ien  is t  der  E C _/1 2 8 -S ta m m  als 
»echter resis ten ter«  S ta m m  zu b e t ra c h te n ,  w ä h re n d  die übrigen im m u n  fü r  
den hom ologen  P h a g e n  sind. D a  es n ich t  gelang, aus unse ren  S tä m m e n  in fe k ­
tionsfäh ige  P h a g e n  zu isolieren, s ind  die S tä m m e  als defektive L y so g en e  zu 
w erten . D esha lb  neh m en  wir im w eiteren  u n d  in T abe lle  I  h ie rauf  m i t  d e r  B e ­
ze ichnung dl Bezug. Die Ziffern b e d e u te n  die e inzelnen Isolate.

E in  Teil der (//-Stämme lieferte fü r  das a C -P h a g e n m a te r ia l  P la q u e s  m i t  
sehr n iedrigen  e. o. p .-W erten .  D u rc h  P ropag ie ren  der aus den P laq u es  e r h a l ­
ten en  P h a g e n  a u f  seinem eigenen defek tiv - lysogenen  S ta m m  oder a u f  dem  
D a v is -S ta m m  ließ uns zu einem P h a g e n m a te r ia l  ge langen , dessen e. o. p . -W e r t  
dem  der  n ich t  lysogenen u n d  ( //-S täm m e analog  w ar. D as heißt,  h ier  h a t t e n  
wir P h a g e n m u ta n te n  vor uns, die a u f  n ich t  lysogenen  u n d  defek t- ly sogenen  
S tä m m e n  g le icherm aßen  gu t  gediehen. Gleichzeitig  b lieb  der  EC /1 2 8 -S ta m m  
auch fü r  diese P h a g e n  resis ten t .  D em n ach  v e r le ih t  d e r  defektive P ro p h a g e  
dieser M u ta n te  gegenüber, die wir im  w eiteren  h -M u ta n te  nennen , keine I m m u ­
n i tä t .
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A u c h  die ^ - M u ta n te n  des W -P h ag en  b i ld e te n  a u f  den <ZZ-Isolaten P laques  
m i t  s e h r  n iedr igen  e. o. p .-W er ten .  E inen  aus d e m  S ta m m  5VC~ dl gew onnenen  
P h a g e n  h a b e n  wir aus e inem  P laque  in  D a v is -S ta m m  p ro p ag ie r t  u n d  sein 
W irk u n g s s p e k t ru m  a u f  G ru n d  der e. o. p . -W e r te  kontro llie r t .

Tabelle II

E . o. p .-W erte  des ß-Phagen u n d  seiner a u f  
dem S tam m  5 VC~ dl erhaltenen M utante  

( ßh)  bei den S tä m m en  
V C - und 5VC ~ dl

P h a g
E. o. p .-W erte  b e i d e n  S täm m en

vc- 5 V C -d l

ß 1 ,0 1 0 - 5

ßh 1 ,0 1 ,0

W ie ersichtlich , k o n n te  auch aus / i -P h a g e n  eine Л-M u tan te  iso liert  w er­
d e n ,  welche  sich fü r  d en  u rsp rüng lichen  S t a m m  u n d  die <ZZ-defektiv lysogenen  
S t ä m m e  als g le iche rm aßen  w irksam  erwies.

M it  dem  /ZZi-Phagenmaterial k o n n te n  sow ohl der originale V C - -S tam m  
als a u c h  die dZ-Stämme lysogenisiert  w e rd en .  D e r  m it /ZZi-Prophagen aus dem 
ly so g e n e n  YC ~dl (/3Zi)-Stamm freigewordene P h a g e  s t im m te  h in s ich tl ich  seiner 
A n t ig e n s t r u k tu r  m it  d em  ß- u n d  dem a C -P h a g e n  überein.

B e sp rech u n g

A u f  G ru n d  de r  S tu d ie n  von  B u c k  u n d  M ita rbe ite rn  [10] wissen wir, 
d a ß  s ich  u n te r  den  in  der  N a tu r  v o rk o m m e n d e n  B. a n th ra c is -S täm m en  auch  
ly so g en e  b e f inden  k ö n n en .  Aus 25 de r  zah lre ich en  L a b o ra to r ie n  e n t s t a m ­
m e n d e n  139 S a m m e ls tä m m e  v e rm o ch ten  sie P h a g e n  zu isolieren. Mit diesen P h a ­
gen  sowie m it  dem  y -P h a g e n  u n te rn a h m e n  sie den  Versuch einer T yp is ie rung  
v o n  246 ve rsch iedenen  B. anthracis-S tä m m e n .  E in  Teil derse lben  erwies sich 
als re s is te n t  gegenüber  allen oder e inze lnen  T est-P hagen .  Die B em ü h u n g en ,  
a u s  e in igen  solchen re s is te n te n  S tä m m e n  P h a g e n  zu isolieren, b l ieben  jedoch  
erfo lglos.

U nsere  B e o b a c h tu n g e n  deu ten  d a r a u f  h in ,  daß  im Falle  des B . anthracis  
n i c h t  n u r  m i t  ty p is c h e n  lysogenen S tä m m e n ,  sondern  auch m it  so lchen gerech­
n e t  w e rd e n  m u ß , die T rä g e r  defek tiver  P r o p h a g e n  sind. G egenüber se inen  h o m o ­
lo g en  P h a g e n  s ich e r t  auch  der  defektive P r o p h a g  eine I m m u n i t ä t  [11]. Z ah l­
re iche  M itte i lungen  [1, 5, 10, 12, 13] b e r ic h te n  darüber ,  d aß  sich u n te r  den 
B . anthracis-S tä m m e n  au ch  versch iedenen  P h a g e n  gegenüber re s is ten te  b e f in ­
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den  können . W ie wir sahen, ist im  Fa lle  e iner R esis tenz  gegen die P h a g e n  m it  
zwei M echan ism en  zu rechnen :  (1) m i t  dem  F eh len  des R ezeptors ,  welches ein 
A nalogen  zu de r  beim  T -P h a g e n -S y te m  e rk a n n te n  Resis tenz  ist, u n d  (2) m i t  
d e r  seitens des P ro p h a g e n  g ebo tenen  Im m u n i tä t .  D er  U m s ta n d ,  d a ß  die B.  
anthracis-S täm m e  auch  defek tive  P ro p h a g e n  t ra g e n  k önnen  u n d  d a h e r  in  
ih ren  K u l tu re n  in fek tive  T eilchen  n ic h t  n ach w e isb a r  sind, m a c h t  es n ö tig ,  
d aß  zwecks E rm i t t lu n g  der be iden  m öglichen  M echanism en m it  d en  resi­
s te n te n  S tä m m e n  auch  U n te rsu c h u n g e n  bezüglich d e r  P h a g e n a d so rp t io n  a n g e ­
ste l l t  werden.

L IT E R A T U R

1. McClo y , E . W .: J .  H yg. (L ond.) 49, 114 (1951).
2. McCloy , E . W .: J .  gen. M icrobiol. 18, 189 (1958).
3. Me y n e l l , E . W .: J .  gen. M icrobiol. 28, 103 (1962).
4. Cin e u , M., Sta m atin , N ., Zil is t e a n u , E ., N a fta , J . ,  A n g h elesco , S.: A rch, ro u in . P a th .

exp. 18, 169 (1959).
5. S ta m atin , N ., A n g h elesco , S.: A rch. ro u m . P a th . exp. 20, 357 (1961).
6. Sta m atin , N.: A nn. In st. P asteu r, 105, 515 (1963).
7. I v án o vics , G ., I ,antos, J .:  A cta  m icrobiol. A cad. Sei. hung . 9, 237 (1962).
8. I vánovics , G.: J .  gen. M icrobiol. 28, 87 (1962).
9. L a ntos , J . ,  Va rga , L , I vánovics, G.: A c ta  m icrobiol. A cad. Sei. hung. 7, 31 (1960).

10. R u ck , С. A ., An a c k er , R . L ., N ew m a n , F . S., E ise n st a r k , A.: J .  B act. 85, 1423 (1963).
11. L w o f f , A.: B act. R ev. 17, 269 (1958).
12. B ro w n , E . R ., CnERRY, W . B.: J .  infect. Dis. 96, 34 (1955).
13. I vánovics , G., F ö ld es , J . :  A cta m icrobiol. A cad. Sei. hung . 5, 89 (1958).

A n sch rif t des V erfassers:

G y ö r g y  I v án ov ics

M ikrobio logisches I n s t i tu t  d e r  M edizinischen U n iv e rs i tä t ,  B elo ian isz  té r  10, S zeged, U n g a rn

Acta Microl>iologica Academiae Scicntiarum Hungaricae 14, 1967


	1. szám��������������
	Ivánovics, G.: Defektiv lysogene Bacillus anthracis-Stämme�����������������������������������������������������������������

	Oldalszámok������������������
	71���������
	72���������
	73���������
	74���������
	75���������


