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Charakterystyka Brucellafaga
XapakTepucTuka Opyneiesnoro dakrepuodpara

A Characteristics of Brucellaphage

Poszukiwania fagbw pateczek Brucella prowadzilo szereg autoréw: Sander-
son (21), Gwatkin (9), Liu (13) i Smith (23). Autorom tym nie udalo
sie fagébw wyosobnié. Badaczom ukraifskim: Siergience, Schultzowi
i Natowiczowi (22), w 1940 r.,, udalo sie wyosobnié jednego faga z hodowli
muzealnej szczepu Brucella bovis. Fag dzialal lityeznie na badane szczepy Bru-
cella. Badania te przerwala wojna. Picket i Nelson (190 w 1950 roku
wyodrebnili faga z hodowli paleczek Brucella., Fag ten mial malg aktywno$é
lityczna, a w kolejnych pasazach nie namnazal sie i zanikngl: Drozewkina (6),
w r. 1951, otrzymala trwale, dajgce sie namnazaé fagi. Wyosabniano je ze szczepow
muzealnych i ze §wiezych hodowli palteczek Brucella oraz z narzadéw wewnetrz-
nych poronionych plodéw bydlecych. Faga wyosobniono z plynu mézgowo-
rdzeniowego i krwi Iudzi chorych na bruceloze. Wszystkie szczepy fagéw otrzy-
manych przez Drozewkine (7) dzialaly litycznie na prawie wszystkie szczepy
paleczek Brucella bovis, suis i melitensis. Mamacaszwili (17 wyosobnil
fagi, ktéore wykazywaly wlasSciwosci podobne do fagéw Drozewkinej. Nato-
miast Popchadze i Abaszidze (20) stwierdzili, ze wyosobniony przez
nich fag, nazwany ,Tbilisi”, dziala swoiScie tylko na odmiane Brucella bovis.
Zaprzeczaja temu badania Drozewkinej (7) i Parnasa (18, 19), ktorzy
stwierdzili, ze fag ten dziala takze na szczepy Brucella suis i melitensis. W Polsce
w latach 1955—1961 fagi Brucella otrzymal! Parnas ze wspélpr. (17, 18, 19).
Wyosobniono okoto 50 fagbw ze starych hodowli muzealnych i z nowo izolowanych
szczep6w Brucella, Fagi te dzialaja litycznie na rodzaj Brucella, natomiast za
ich pomocg nie udalo sie w 100 % okre§laé gatunkéw Brucella. Postugujac sie
metoda Drozewkinej () i Parnasa (18, Lazuka i Renoux (14)
oraz van Drimmelen (5) otrzymali kilkadziesigt fagbw Brucella. Charakte-
rystyke fagéw przed nami przeprowadzili: Drozewkina (6), Mamaca-
szwili (15), Parnas (18) i Ostrowskaja (16) a rownoczeSnie z nami
Brinley-Morgan ze wsp. (2) oraz McDuff, Jones Lois M. i Wil-
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son (8). Charakterystyki badanych fagéw nie byly pelne, nie obejmowaly
wszystkich wtaSciwo$ci opisanych przez Adamsa (1). Jedni autorzy charak-
teryzowali wlasSciwosci biologiczne faga, inni wlasciwo$ci fizykochemiczne i sero-
logiczne.

Celem nizej przedstawionej pracy jest podanie wynikéw badan nad charak-
terystyka jednego szczepu faga — 371/XXIX. Ze wzgledéw technicznych nie wy-
konano badan nad morfologia czgsteczki faga.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto faga nr 371/XXIX, wyosobnionego z hodowli muzealnej szczepu
Brucella bovis przez Parnasa (18, 19). Jako szczepu wskaZnikowego uzywano
szczepu Brucella bovis nr 12, pochodzacego z kolekeji szczepéw Inst. Med. Pracy
i Hig. Wsi w Lublinie.

Szczep wskaZnikowy w fazie ,,8” namnazano i przechowywano na 2,5 % agarze
Brauna otrzymanego wg opisu Parnasa (19). Fagi namnazano na szczepie
wysianym do bulionu watrobowego otrzymanego wg metody Huddlesona (11).
Do bulionu wprowadzono jon Ca++ potrzebny przy adsorbcji i penetracji faga (4).
Sklad podloza plynnego przedstawial sie nastepujgco: Do 1000 ml jalowego bulionu
watrobowego o pH 7,2 dodawano w temperaturze pokojowej 11 ml 1% chlorku
wapnia p. a. uprzednio wyjalowionego przez filtr Seitza. Rozlewano do odpowied-
nich naczyn i wstawiano do cieplarki na 10—16 godzin celem sprawdzenia jato-
wosci. Sklad podloza stalego przedstawial sie nastepujgco: Do 1000 ml bulionu
watrobowego, bez dodatku Ca, dodawano 15 g agaru, rozpuszczano w parze bie-
zacej, po oziebieniu do 50° dodawano 11 ml jalowego 1 % chlorku wapnia, usta-
lano pH na 7,2, rozlewano na plytki. Probéwki (kolby) ze szczepem i fagiem
inkubowano przez 18 godz., a nastepnie przenoszono do lodéwki na 20 godz. Fagi
sgczono przez S$wiece Berkefelda typ ,N”. Miano faga ustalano metoda dwu-
warstwowg wg opisu Adamsa (1), lub wg metody d’'Herelle’a (10).

Fag konserwowano przez 10 miesiecy trzema metodami: 1) w lodbéwce,
2) w zamrazarce w —25%C, 3) w glicerolu: do 2 ml przesgczonej i wymianowanej
zawiesiny faga dodawano 1 ml jalowego glicerolu (p.a.) i pozostawiono w tem-
peraturze pokojowej. ’

Wplyw cieploty na aktywno§é faga badano nastepujgco: Do probbéwek zawie-
rajagcych 4,5 ml bulionu dodawano 0,5 ml faga o mianie 10® i poddawano dzia-
taniu odpowiedniej temperatury w ultratermostacie przez 60 minut. Nastepnie
zawiesine faga odpowiednio rozcienczano, wysiewano wedlug metody dwuwar-
stwowej i obliczano ilo$é lysinek.

Wplyw oddzialywania $rodowiska na zywotno§é faga badano nastepujaco:
W probdéwkach zawierajgcych po 9,9 ml bulionu watrobowego ustalano pH od 3,2
do 9,8 za pomocg 1IN NaOH i 1N HC! w pH-metrze produkcji polskiej marki
,»Piezo”. Do kolejnych probéwek dodawano po 0,1 ml faga o mianie 10% i wstawiano
do cieplarki na 24 godz. Nastepnie odpowiednio rozcienczano zawiesine faga i wy-
siewano metoda dwuwarstwowg na 4 plytki. Po 36 godz. inkubacji obliczano ilosé
tysinek.

Wplyw chloroformu na zywotno§é faga badano nastepujgco: Do 1,8 ml wy-
miareczkowanego faga dodawano 0,2 ml chloroformu i w temperaturze pokojowej
wstrzagsano przez 1, 3, 5 i 10 minut. Po tym czasie pobierano 0,1 ml faga, roz-
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i Hig. Wsi w Lublinie. Kazdy szczep posiadal metryke, na podstawie ktérej za-
liczono go do odpowiedniego gatunku. Badano 143 szczepy Br. bovis typica,
30 szczep6w Br. bovis atypica, 60 szczepdébw Br. suis typica, 20 szczepbébw Br. suis
atypica, 20 szczepéw Br. melitensis typica, 7 szczepéw Br. melitensis atypica, oraz
11 szczepéw Brucella ,british” melitensis (pochodzace od kréw — mleko). Kazdy
szczep wysiewano na agar Brauna i po 36 godz. inkubacji zawieszano w bulionie
watrobowym tak, by zawiesina byla lekko metna. Zawiesine wylewano na plytki
z agarem watrobowym, suszono w cieplarce przez 20 min. i nakraplano zawiesine
fagbw (ryc. 1). Miano faga ,,dzikiego” i mutantéw wynosilo 10-® w 1 ml, tj. okolo
50 czastek faga w 1 kropli.

WYNIKI BADAN

Wplyw réznych warunkéw konserwacji na utrzymywanie sie¢ miana
faga przedstawia tab. 1.

Tabela 1
. Kontrola
Miano . . .
Fag poczatkowe Lodowka Zamrazarka Glicerol w I;c:}r:p.
371 100% 45% 70% 20% 0%
Wplyw cieploty na aktywnos$¢ faga przedstawia tab. 2.
Tabela 2
Temp. 30 37 40 50 55 60 70
w °C
% zywych 100 100 99,9 98,7 80,0 64,2 0
fagéw

Wplyw chloroformu na aktywno$¢ faga przedstawia tab. 3.

Tabela 3
Czas dziatania i 0 1 3 5 10
chloroformu w min.
% zywych fagéw 100 53,2 3,6 0,7 0

Wplyw oddzialywania sSrodowiska (pH) na zywotno$¢ faga przed-

stawia tab. 4.
Tabela 4

pH 3,2 4,0 4,8 5,2 6,0 6,3 7,0 7,2 8,0 8,8 9,8

% zywych| o | 4 | 72 | 77 | 98 | 100 | 100 | 100 | 99 | 77 | 42
fagbw
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czeniach brano pod uwage wyniki adsorbcji po 30 minutach. Po tym
czasie adsorbcja przebiegala bardzo wolno.

K =

2,3 X log 100/14

23X log 7,143

{

820 000 000 X 30

K =

2,3 X 0,8539

24 600 000 000
Wyniki badania czasu generacji, wydajnosci fagow z jednej komérki
i okresu wyzwalania sie faga przedstawiono w tabeli 7.

~ 820 000 000 X 30

K="179 X 1011 ml/min. -

P=100,0%
— 86,3 %
13,7=14%

Tabela 7
.G.T.* . G. T ** .G.T.* .G, T.**
Czas Ticsbe Tierba Czas e Tiesba
W min, lysinek tysinek W min. lysinek lysinek
35 86 0 110 peina liza 23
40 94 1 115 » » 44
50 95 0 125 ' » 49
60 92 0 135 » » 94
70 103 2 150 » » 128
80 108 0 160 »» » 135
85 105 1 175 » ” 135
90 101 0 180 " " 133
95 109 1 190 v ' 135
100 117 1 200 s ' 140
105 256 10 220 » » 138
* F. G. first growth tube (pierwsza probéwka wzrostoway.
* 8 G. second growth tube (druga probdwka wzrostowa).

Z tabeli 7 wynika, ze okres utajony konczy sie miedzy 105—110 min.
(FGT). Obliczenia w SGT wykazuja wzrost liczby lysinek w 150 min.
od czasu zakazenia. Wskazuje to, ze w tym czasie konczy sie rozpu-
szczanie zakazonych komoérek. Z obliczen wynika, ze w okresie uta-
jonym bylo przecietnie 101 zakazonych komérek. Liczba ta pomnozona
przez rozciefnczenia 3,5 X 103 wykazuje 3,5 X 105 zakazonych komé-
rek w 1 ml. Ten sam odsetek zakazenia komoérek po 25 min. kontaktu
faga z bakteriami ustalono na podstawie uprzednio obliczonej szybkosci
adsorbeji (10 min. dzialala surowica neutralizujgca fagi). Po calkowitej
lizie w SGT przecietna liczba lysinek wynosita 130. Mnozy sie te liczbe
przez rozcienczenie 102 idge z SGT do FGT co daje 13 000 tysinek
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Tabela 8
. s, g, S o
Q > . 3, = E’ N e
g5 18§ gd)28) g5 ) 28 sin 2
9 ., O, 95 | v | D[Pyl 928 g o
Q.8 Q.2 Q Q xR RE | 8R3 o b
£2 2| 83| g€ | 85| €9 8% 3 2
NS @S ms | mE |me | ME | /SE o &
Ilo&é 143 30 | 60 20 20 7 11 291 100
5§ - 0 2 3 0 1 0 0 6 2
*é : + 29 4 19 7 12 5 3 80 27
<+t 52 15 24 8 2 1 0 102 35
S+t 61 9 14 5 5 1 8 103 35
g - 0 0 0 1 1 0 0 2 0,7
‘g’ B+ 7 1 4 2 13 3 2 32 11
<+t 33 3 18 8 3 3 2 70 23
S At 103 26 38 9 3 1 7 187 64
Ele 18 6 7 1 11 2 2 47 16
e + 3 8 14 12 4 3 2 86 30
[1:3
S 4t 40 9 25 3 3 2 2 84 29
S 42 7 14 4 2 0 5 74 25
W 18 4 | 10} 4| 13| 4 4 57 20
| + 48 11 20 10 15 2 6 102 35
[<+]
5  ++ 31 8 14 2 1 0 57 20
S+ 40 8 16 3 1 1 1 71 24
— -— brak lizy w miejscu nakroplenia, + — do 10 lysinek w miejscu nakropl, ++ — do

20 tysinek w miejscu nakropl., +-++ — pelna liza w miejsecu nakropl.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Drozewkina (6) namnazala fagi na pozywce Martina. Par-
nas (17, 18) na bulionie watrobowym. McDuff i wsp. (8), oraz
Brinley-Morgan i wsp. (2) na pozywce , Albimi”. Wprowadzenie
jonu Cat++ do podloza pozwala na stale otrzymywanie wysokich mian
namnazanych fagéw. Na ogdél poglady autorow co do sposobow
przechowywania fagéw pokrywaja sie. Brinley-Morgan (3),
McDuff (8, Ostrowskaja (16) podali, ze fag przechowywany
w lod6éwce przez 2—3 lata nie traci wlasciwosci litycznych. Parnas
(18) wskazal, ze zamrozenie faga do —20° powoduje utrzymywanie sie
miana przez dlugi okres czasu. Wprowadzenie glicerolu jako s$rodka
konserwujacego fagi w temperaturze pokojowej moze byt szczegblnie
uzyteczne podczas przesylania faga poczta na dalekie odleglosci.



Charakterystyka Brucellafaga 533

Wyniki naszych badan co do wplywu ciepldty na aktywnos¢ fagé
pokrywaja sig z badaniami MecDuff i wsp. (8) i Brinley-Mor-
gana (3). Natomiast Ostrowskaja (16) podala, ze fag Thilisi jest
cieptostaly i ginie w temp. 85—90° po 30 min. Nasze doswiadczenia
pokrywajg sie z wynikami badan wymienionych autoréw co do wplywu
(oddziatywania) Srodowiska na zywotnos¢ faga. Z danych tych wynika,
ze zakres wplywu pH na dzialanie faga Brucella nie odbiega od zakre-
soOw dzialania fagéw innych gatunkéw bakterii.

Surowice antyfagowg otrzymali Brinley-Morgan i wsp. (2,3)
oraz McDuff i wsp. (8). Stala neutralizacji K dla faga 371 w ba-
daniach Brinley-Morgana wynosita 58,7 co §wiadczy o wiekszej
sile neutralizacyjnej tej surowicy w poréwnaniu z naszg. W badaniach
McDuffla K=31,7 dla ,faga nr 3 Drozewkinej”. Z obliczeniowego
punktu widzenia wyzej przedstawione dane oraz wyniki wlasne mozna
zaliczy¢ do zblizonych do siebie.

Szybkos¢ adsorbeji faga do komdrek w badaniach McDuff
i wsp. (8) na jednym szczepie wynosita K = 1,7 X 10712, na drugim
szezepie wynosita K=3,6 X 10711 ml/min. W badaniach Morgana (3)
stala adsorbcji wynositla K = 3,8 X 11711 ml/min. Warunkiem poréwny-
walnosci wynikéw jest wykonywanie takich badan w tej samej pozywece
i w tych samych warunkach do$wiadczenia. W przeciwnym wypadku
poréwnywanie tych stalych ma wzgledne znaczenie. Adsorbcja brucella-
fagobw do komorek Brucella jest bardzo wolna, dluga. Dla poréwnania
dla fagéw E. coli K = 6,9 X 1079 ml/min., czyli fagi Brucella adsorbuja
sie okolo 100 razy wolniej niz fagi E. coli.

Réwnoczesnie z naszymi badaniami nad kinetyka namnazania sie
faga w pojedynczej komoérce, podobne badania przeprowadzili McDuff
i wsp. (8). Okres zakazenia utajonego trwal okolo 100 min., okres wy-
zwalania sie faga okolo 45 min., a wydajnos¢ faga z 1 komoérki 121 cza-
steczek. Autorzy ci stwierdzili, ze szybko$¢ adsorbcji zalezna jest od
»wieku” szczepu. Wyzej przedstawione wyniki dotycza szczepu 12-go-
dzinnego. Adsorbcja fagdw i okres zakazenia utajonego wynosily okolo
150 min. dla 18-godzinnego szczepu. Nasze badania wykonywano na
15-godzinnej hodowli szczepu wskaznikowego. Wyniki badait sg po-
dobne.

Van Drimmelen (5), Brinley - Morgan i wsp. (2)
i Ostrowskaja (16) obserwujgc lysinki fagdw Brucella zwrécili
uwage na ich rézng wielko$é i wyrazali przypuszczenie, ze badane
zbiory faga nie stanowig jednorodnej populacji. McDuff i wsp. (8)
stwierdzajg, ze morfologiczna réznorodno$é lysinek uzalezniona jest od
czasu adsorbeji faga przez komoérke. Przerwanie adsorbcji faga przez
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dodanie surowicy antyfagowej po 10-minutowym kontakcie fagéw i bak-
terii powodowalo wystepowanie tysinek jednakowej wielko$ci(5—6 mm).
Poglad ten nie wytrzymuje krytyki z dwoéch powodéw. Po pierwsze
nasza surowica antyfagowa, dodawana po 10 min. kontaktu nie wy-
wierala widocznego wplywu na morfologie lysinek-mutantéw. Po
drugie obserwowano wystepowanie pojedynczych tysinek-mutantéw
wsrod lysinek typu dzikiego w doswiadczeniach, w ktoérych czas absorbeji
byl ograniczony — przy okreslaniu stalej neutralizacji i przy badaniu
kinetyki rozmnazania si¢ faga. Badania Parnasa i wsp. (19) wy-
kazaly, ze morfologia lysinek nie zmienia sie w tym zakresie pH, w ki6-
rym mogg rozmnazaé sie Brucelle, nie zmienia sie od 0,3 do 3% za-
wartosci agaru w gérnej warstwie na plytce Petriego. Badania nasze
wykazaly, ze populacja fagowa nie jest jednorodna (12).

Wyniki litycznego dzialania faga typu dzikiego jak i jego mutantéw
na badane szczepy paleczek Brucella potwierdzajg dane otrzymane przez
Drozewkine (7, Parnasa (18), Brinley-Morgana (3)
i Wundta (24). Fagami nie udaje' sie dotychczas typowaé gatunkéw
Brucella. Z przedstawionych badan (tab. 8) wynika, ze mutanty faga 371
takze nie moga by¢ uzywane do typowania gatunkéw Brucella.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

Do badan wuzyto faga 371 wyosobnionego ze szczepu Br. bovis
i stwierdzono, ze fag dobrze namnaza sie¢ na szczepie wskaznikowym
wysianym do bulionu watrobowego z dodatkiem chlorku wapnia. Prze-
prowadzone réznymi metodami badania nad konserwacjg faga wykazaly,
ze przez 10 miesiecy fag najlepiej przechowywal sie w zamrazarce
—25°, dostatecznie konserwowal sie w loddéwce i w temperaturze po-
kojowej po uprzednim zmieszaniu zawiesiny faga z glicerolem. Prze-
prowadzono charakterystyke faga i wykazano, ze przez 60 minut ogrze-
wania przy pH 7,2 100 % fagéw przezywa w temperaturze 50°, a 80 %
fagbw przezywa ogrzewanie w 55°. Temperatura 70° zabija wszystkie
fagi. Chloroform (10 %) niszczy fagi po 10 min. dzialania. Badajac
wplyw oddzialywania Srodowiska (pH) na zywotno$¢ faga, wykazano,
ze w temperaturze 37° przez 24 godziny 100 % fagdéw przezywa w za-
kresie pH 6,0—8,2, 80 % fagéw przezywa w zakresie pH 5,2—8,8. Otrzy-
mano surowice antyfagows i stwierdzono, ze stala neutralizacji K dla
surowicy rozcienczonej 1/50 wynosi 29,6. Badano przebieg szybkosci
adsorbeji faga do komoérek szczepu wskaznikowego i stwierdzono, ze
stala adsorbeji wynosi K = 7,9 X 10711 ml/min. Badajgc kinetyke na-
mnazania sie faga wewnatrz komoérki stwierdzono, ze okres zakazenia
utajonego (latent period) trwa 105—110 min., okres uwalniania sie faga
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(rise period) trwa maksymalnie 50 min., a przecigtna wydajnosé faga
z jednej komérki (burst size) wynosi 128 czgsteczek.

Badano specyficznosé dzialania faga na paleczki Brucella, dzialano
fagiem na inne gatunki bakterii i stwierdzono, ze fag dziala tylko na
pateczki Brucella, na inne gatunki bakterii nie dziala.

Ze zbioru faga wyosobniono i opisano nastepujgce rodzaje lysinek-
mutantéw: typ rm — rapid minute plaques, typ tu — turbid plaques,
typ r — rapid lysis. Opisano takzie podstawowe, ,dzikie” lysinki faga.
Morfologie tych lysinek przedstawiajg rye. 2—5.

Fagiem i jego mutantami typowano 291 szczepéw réznych gatunkéw
pateczek Brucella i stwierdzono, ze mutant tu dziala znacznie stabiej
(na mniejszg ilos¢ szczepéw) w poréwnaniu z dzikim typem. Typ rm
dziala na najwieksza ilo§é szczepéw. Rownocze$nie stwierdzono, ze za-
réwno typ dziki jak i mutanty nie dzialajg specyficznie na gatunki
bovis, suis i melitensis pateczek Brucella. Z przedstawionych badan
wynika, ze fag ten odréznia sie od fagéw E. coli serii T znacznie wol-
niejsza szybkoscig adsorbeji, przedluzonym okresem zakazenia utajonego
i dluzszym okresem uwalniania sie faga z zakazonych komorek.
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PE3SIOME

UccnepoBanyucer Gusmyeckme, XmuMmUIecKHUe, CEpOJIOTMHECKMe M IeHe-
TMYecKue cBoiicTBa Opynesanodpara up. 371/XXIX.

1. KoHcTaTMpOBaHO, YTO CKOPOCTh afcopbiuym paBHserca 7,9 X 10—t
MJI/MUH., 2. nepuon yKpblToit MHberuuy gautca 105—110 muu., 3. mne-
puon ocBoboxkAeHus ara MakKCuMaJbHO gumrcs 50 MmuH., 4. cpegHaA
NPORYKTUBHOCTE (bara M3 OZHOM MHOUIMPOBaHHONM KJIeTKM 128 enmumy
dara.

Tlo cpaBHenmto ¢ garamu E. coli cepmu T, GpynennesHbni dar xapax-
TepusyeTcs MEAJIEHHOM! CKOPOCTBIO afcopbumy, YIAJMHEHMEM IIepHoAa
YKPBITOM MHpEKIIMN M yIJUMHEHMeM Iiepuofa ocBoboxkenmua dpara.

B monynamum cpara obHapy:KeHO ¥ oOmMcaHO dYeThbIpe BKAa HEraTHUB-
HBIX KOJIOHMI! dara.

SUMMARY

The study presents physical, chemical, serological, and genetical
properties of the Brucellaphage No. 371/XXIX.

The author states that: 1. velocity of adsorption was 7.9X ™11 ml/min.,
2. the latent period lasted 105—110 min., 3. the maximum rise period
lasted 50 min., 4. burst size was 128 particles per one infected cell.
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The comparison of E. coli phages, series T, with the Brucellaphage
shows that their velocity of adsorption is slower by about 100 times
than that of the Brucellaphage, while the latent period is longer by
about 5 times in the Brucellaphage. The amount of particles in E. coli
is lower than that in the Brucellaphage.

In the phage stocks four kinds of plaques were detected and
described: wt — wild type, type rm — rapid minute plaques, type tu —
turbid plaques, and type r — rapid lysis.
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