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Andras Havas

Am 18. August 1954 verschied nach langem, mutig ertragenem Leiden im
Alter von 62 Jahren A. Havas, korrespondierendes Mitglied der Ungarischen
Akademie der Wissenschaften, Chefredakteur der Acta Microbiologica. Schon als
junger Arzt befasste er sich mit der Mikrobiologie und Pathologie der Tuberkulose,
und der Kampfgegen die Tuberkulose bildete auch spater den grossten Teil seines
Lebenswerkes. Indessen war es ihm nicht immer vergdnnt, diese Arbeit in einer
der Wissenschaft zutrdglichen, ungestérten Atmosphére zu verrichten. Bereits
in friher Jugend gelangte er zur Erkenntnis, dass zur Verwirklichung eines besseren
Lebens nicht nur die Vertiefung der wissenschaftlichen Forschung notwendig ist,
sondern dass hierzu auch die bestehende Gesellschaftsordnung verdndert werden
misse. Diese Uberzeugung war es, die A. Havas bewog, an der Arbeit der Unga-
rischen Réaterepublik tatigen Anteil zu nehmen. Deshalb war er spater gezwungen, das
Land zu verlassen, und erst nach 8 Jahren bitterer Emigration fand er in der
Sowjetunion eine neue Heimat, wo er dann seine Arbeit in Ruhe fortsetzen konnte.

Im Jahre 1946, nach der Befreiung Ungarns, konnte er wieder in sein Vater-
land zuriickkehren. Hier organisierte er zuerst die BCG-Impfung der Einwohner-
schaft, spater, im Jahre 1949, wurde er leitender Direktor des Staat! Instituts fir
Volksgesundheitswesen. Sehr viel leistete er zur Foérderung der medizinischen,
vor allem der mikrobiologischen Forschungsarbeit. Er war es, der dem unter seiner
Leitung stehenden Institut erst den Charakter eines Forschungsinstituts verlieh.
A uf seine Initiative hin wurde im Jahre 1951 die sdmtliche ungarische Mikrobio-
logen vereinigende Ungarische Mikrobiologische Gesellschaft (Magyar Mikro-

1 Acta Microbiologica 11/1—2.



biol6giai Tarsasag) gegriindet und damit die bis dahin vollig zersplitterte unga-
rische mikrobiologische Forschungsarbeit zusammengefasst. Von der Grindung der
Gesellschaft bis zu seinem Tode bekleidete er das Amt des Prasidenten der UMG
und verschaffte der Gesellschaft nicht nur innerhalb der Grenzen Ungarns, sondern
auch dariber hinaus Achtung und Ansehen.

Er was es, der die Initiative zur Herausgabe der Acta Microbiologica ergriff
und dann, als Chefredakteur ihr oberster Organisator blieb.

Die wissenschaftliche Tatigkeit von A. Havas bezog sich hauptsachlich
auf die Tuberkulose, doch ist mit seinem Namen auch die Beschreibung einer bis
dahin unbekannten Krankheit, der «Hyperlymphocytosis acuta asymptomatica»
verknlUpft. Die Hauptarbeit seiner letzten Lebensjahre erschien in den Acta
Microbiologica. In ihr berichtete er {ber seine Forschungen, die sich auf
die mikrobiologische Anwendung der biologischen Lehren Mitschurins und Lyssenkos
beziehen.

Wir werden ihm stets ein ehrendes Andenken bewahren !

Die Redaktion



BEITRAGE ZUR VERBREITUNG DER TUBERKULOSE
DES BOVINTYPS IN UNGARN

Von
1. SZABO

Diagnostisches Laboratorium des Landesinstituts fiir Tuberkulose

(Eingegangen am 4. September 1953)

Die durch den Bovintyp hervorgerufenen Infektionen spielen in der
Epidemiologie der Tuberkulose (Tbc), der Lokalisation der Krankheit im Orga-
nismus und in der Heilbarkeit eine wesentliche Rolle. Zahlreiche Forscher
[1—15] haben sich mit der epidemiologischen Bedeutung derselben befasst
und darauf hingewiesen, dass in jenen Gegenden, wo die Tuberkulose des Rinder-
bestands mehr verbreitet ist, sich die Thc-Uberstandenheit beim Menschen
sowie die Mantoux-Positivitat gegen die jungeren Altersgruppen hin verschiebt.
Die Infektionen durch den Bovintyp kommen bei den extrapulmonalen Erkran-
kungen in einem unverhaltnisméassig héheren Prozentsatz vor als bei den pul-
monalen [6, 16, 17, 18]. Auch bei der Heilbarkeit kommt dem Bakterientyp
eine Rolle zu [19, 20]. In unserer Heimat haben sich bis jetzt nurwenige mit den
human-pathologischen Beziehungen des Bovinproblems befasst. Bei der For-
schung nach den Ursachen der Tbc-Morbiditat ist festzustellen, dass neben
zahlreichen bekannten Faktoren, welche sich auf die Gestaltung der menschli-
chen Tuberkulose auswirken (Hebung des Lebensstandards, kultureller Fort-
schritt, Einfuhrung der BCG-Impfungen usw.) die Zahl der Erkrankungen auch
durch die Verbreitung der Rindertuberkulose beeinflusst wird. Dies ist eine &us-
serst wichtige und bedeutende Frage auf dem Gebiet des Kampfes gegen die
Tuberkulose, worauf auch bereits in heimischer Beziehung hingewiesen worden
ist [21].

Wir begannen 1950 mit unseren Untersuchungen und beendeten diese
1951. Sodann arbeiteten wir die Ergebnisse auf. Mittels ausgesandter Behélter
regulierten wir die Menge des Materials derart, dass dieses aus sémtlichen Landes-
gegenden gleichmaéssig eintreffen solle. Auf diese Weise sind im Material die
verschiedenen Krankheitsformen und ihre Lokalisationen im Organismus
ungefahr der Wirklichkeit entsprechend vertreten. 6% sadmtlicher Féalle waren
extraprdmonale Erkrankungen ; insgesamt arbeiteten wir 2296 positive Falle auf.

Das eingetroffene Untersuchungsmaterial wurde auf Lowenstein— Jensen-
schen Nahrboden (mit 0,75 °/0 Glyzerin) geimpft. Auf diesem N&hrboden ist
der Typ bereits mit grosser Wahrscheinlichkeit bestimmbar. Die Erscheinungs-
zeit der Kolonien, ihre Groésse, Farbe, Oberflache und Konsistenz ergeben das

1*



4 1. SZABO

fur denTyp bezeichnende Bild. Mit den auf Grund dieser Untersuchungen als Bovin
erachteten Stdmmen impften wir Kaninchen und priften dann die Pathogenitat
der Stdmme. Die Kaninchen erhielten intravenés Bakterien von 0,01 mg Feucht-
gewicht. Die verschiedenartigen, als gemischte Typen angesehenen Stdmme wur-
den — nach Ausstreichen auf einer Lowensteinschen Platte in Petrischale und
Isolierung — in Subkultur gebracht, wéhrend wir die schwer typisierbaren Félle
nach 20minutiger Vorbehandlung mit 4%iger Natronlauge erneut in Subkultur
brachten, und zwar auf Glyzerin enthaltenden und auf sog. glyzerinlosen Léwen-
steinschen (0,25% Glyzerin enthaltenden) sowie auf flissigen N&hrbdden. Erst
dann nahmen wir die Bestimmung der Pathogenitdt am Kaninchen vor. Als
Bovintyp anerkannten wir jene Stimme, die auf Grund der Ubereinstimmenden
Ergebnisse der morphologischen und der Pathogenitatsuntersuchungen als
solche angesehen werden konnten. Bei einem Grossteil der Stdmme befolgten
wir auch die Methode von Roth[22] und Benda [23], die auf der Beobachtung
beruht,wonach der Bovintyp in dem vom festen Ndhrboden genommenen Abstrich
keine Cord-Zopf-Formation zeigt. Diese Methode konnten wir neben den Ubrigen
Verfahren gut als Ergdnzung bei der Bestimmung des Typs verwerten. Wir
arbeiteten unsere Ergebnisse nach folgenden Gesichtspunkten auf:

1. Falle von Bovintyp unter sdmtlichen Erkrankungen;

2. Féalle von Bovintyp unter denen rn Lungentuberkulose ;

3. Falle von Bovintyp unter den extrapulmonalen Erkrankungen ;

4. 5, 6. das Verhdltnis der Bovinbefunde nach Geschlecht, Beschéftigung
und Wohnort und

7. das Verhéltnis der Bovinbefunde nach Komitaten, bezogen auf
liche in dem betreffenden Komitat untersuchte Falle.

Die Beurteilung der Beschéftigung stiess mitunter auf Schwierigkeiten.
Als Arbeiter betrachteten wir lediglich den Fabrikarbeiter und als Bauern den
Mann oder die Frau, die sich tatsachlich mit Ackerbau und Viehzucht befassen.
Alle anderen Beschaftigungen — mit Ausnahme der Intelligenzberufe — reihten
wir in die Spalte »Sonstige« ein. Hier sind daher die Gewerbetreibenden, Schaff-
ner, Pfortner, Soldaten, Eisenbahner usw., sowie die unbeschaftigten (im Haus-
halt lebenden) Frauen und Angehdrigen der Arbeiter, Bauern und Intelligenzler
aufgearbeitet. Bei der Beurteilung nach Wohnorten berucksichtigten wir nicht
die Arbeitsstatte, sondern die angemeldete Wohnung.

Die inunseren Untersuchungen gefundenen Resultate haben wir in Tabellen
zusammengefasst. Tabelle | zeigt die Angaben der unter 1, 2 und 3 ange-
fuhrten Gesichtspunkte. Diese Tabelle enthdlt — neben den Angaben unga-
rischer Autoren — auch die neuesten Resultate ausléandischer Verfasser.

Bei der Bewertung hangt der Bovinprozentsatz auch von der Verteilung
des Untersuchungsmaterials ab. In dem aufgearbeiteten Material spielt das
Verhaltnis zwischen dem aus Erkrankungen der Lunge und den extrapulmonalen
Erkrankungen stammenden Untersuchungsmaterial eine wesentliche Rolle,

samt-
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TABELLE 1
Bovin Lungen-Bovin Exgg\eiunlm.
% % %
Holm (Danemark) 1946 - 55 13-34
Wiesmann (Schweiz) 1949 9,6 - —
Mc Kay (Schottland) 1951 — 12—13 —
Gordon (England) 1949 — 50
Christiansen (Danemark-Jutland) 1951 4,9 18-49
Miller (Deutschland) 1951 — - 20—80
Szile (Ungarn, Kom. Tolna) 1938 3,4 1 —
Kneffel (Ungarn) 1943 8,2 5—6 14-19
Szab6 (Ungarn) 1950—51 6,9 4.4 36
TABELLE 11

Die Verteilung der Infektionen des Bovintyps in %, bezogen auf sdmtliche Erkrankungen (des
human -(- des Bovintyps)

Geschlecht Beschaftigung Wohnort
<0 2 Arbeiter Bauer Intelligenzler Sonstige Land Stadt
75 6,3 59 o8 4,7 6,2 7,6 6,2

dieses wird jedoch von den meisten Verfassern Uberhaupt nicht mitgeteilt,
weshalb bei uns der Vergleich nicht real ist. In unseren Untersuchungen betrug
— wie erwdhnt — das aus extrapulmonalen Erkrankungen stammende Unter-
suchungsmaterial 6% ,was etwa dem Landesdurchschnitt entspricht. In Kneffels
Untersuchungen ist das extrapulmonale Vorkommen 24%, in den von Szlle 6%.
— Unsere nach den unter 4,5 und 6 angefihrten Gesichtspunkten aufgear-
beiteten Ergebnisse werden in Tabelle Il veranschaulicht. Diese Angaben be-
leuchten das Bovinproblem in Ungarn von mancher neuen Seite. Da wir bei ande-
ren Verfassern keine solchen Angaben fanden, waren wir nicht in der Lage, diese
zu vergleichen. Wenn wir das Verhéltnis der Bovinerkrankungen nach Beschéfti-
gungen — bezogen auf samtliche Bovinfélle —muntersuchen, féllt die hohere
Erkrankungsziffer der Bauernschaft auf. Die Ursachen hierfir kennen wir:
hier erwdhnen wir nur die bekannteste — die Beschaftigung mit Tieren, insbe-
sondere mit Rindern.

Abb. 1 weist auf jene Gegenden hin, die wir vom Gesichtspunkt der
Bovininfiziertheit besonders beachten mussen, doch betrachten wir diese
Ergebnisse — infolge der aufein Komitat entfallenden verhéltnisméssig niedrigen
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Zahl von Untersuchungen — nur als solche informatorischen Charakters, wes-
halb wir hieraus keine weitergehenden Schlussfolgerungen ziehen.

Die hdchste Bovin—Erkrankungsziffer fanden wir in den Komitaten Csong-
rad und Békés, die niedrigste in Zala, Vas und Fehér. Auf Grund des Gesagten
betonen auch wir, dass der Kampfgegen die Tuberkulose des Menschen gemeinsam
mit dem gegen die Rindertuberkulose gefiihrt werden muss, was wiederum die
engste Zusammenarbeit auf &rztlichem und tierdrztlichem Gebiet erfordert. Es ist
klar, dass wir den modernen Ausbau des Kampfes gegen die Tier-, insbesondere
gegen die Rindertuberkulose bzw. die Férderung der Milchhygiene als einen

Abb. 1. Vorkommen des Bovintyps nach Komitaten (1950).

wichtigen Punkt der weiteren Entwicklung der Bekdmpfung der Tuberkulose
anzusehen haben.
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OAHHBIE O PACIMPOCTPAHEHHOCTW TYBEPKYJIE3A BbI4YbEIO TUMA
B BEHIPUIN

N. Cabo
Pesome

ABTOpP NpOM3BOAMA KNacCUPMKauMilo TWUMOB Ha OCHOBaHWWM 2296 MONOXUTENbHbIX
KynbTyp. MaTtepuan 6bln cobpaH CO BCeil TeppuTOpUMU CTpaHbl, MPONOPLNOHANBHO YUCEH-
HOCTW HacefieHWs. BHeneroyHbln maTepuan coctaBun 6% BCeX WCCNeAOBaHWA, 4TO COOT-
BETCTBYeT BCTPEYaEeMOCTU BHeE/IEroyHoro Tybepkynesa B BeHrpuu. Knaccugukaumio Tvnos
aBTOp MpoM3BOAWMN Ha TBepaoi cpege Lowenstein Jensen, cogepkawen 0,75% ravuepuHa.
Kponvkam oH BBOAWA BHYTpuBEHHO no 0,01 Mr. nogo3puTesibHON Ha 6blunii TUN KyAbTypbl.
Paspa6oTaB pe3sy/ibTaTbl N0 MO/Y, 3aHATUIO, MECTOXMTENBLCTBY, 061aCTAM U M0 MPOUCXOXKAEHWNIO
maTepuana (NIeroYHbI, BHEMErOYHbIN), aBTOP COCTaBWA Tabnuupl.






NEUE GESICHTSPUNKTE BEI DER ISOLIERUNG
VON ANTIBIOTIKA ERZEUGENDEN
BODENMIKROBEN

Von
. SZABO

Biologisches Forschungsinstitut der Ungarischen Akademie der Wissenschaften, Tihany

(Eingegangen am 4. Oktober 1953)

Die agronomische und pharmazeutische Bedeutung der antibiotische
Stoffe erzeugenden MikrobenStdmme hat das allgemeine Bestreben mit sich
gebracht, Mikroorganismen dieser Art in madglichst grosser Zahl ausfindig zu
machen. Antagonisten wurden bereits aus verschiedenen Medien isoliert, ihre
wichtigsten Quellen blieben jedoch stets die natiirlichen und kultivierten Bdden.
Die Forscher versuchten vor allem jene Zusammenhénge zu erkennen, die zwi-
schen den antibiotischen Mikroorganismen und ihren Standorten bestehen.
Infolge der grossen praktischen Bedeutung des Antibiotikumproblems wurden
zwecks maoglichst baldiger Ermittlung dieser Zusammenhdnge viele Tausende
von Bodenproben fast aller Weltteile in dieser Hinsicht Uberprift. Diese For-
schungen umfassten von den nérdlichen, im grdssten Teil des Jahres gefrorenen
Boden bis zu den tropischen Bodentypen fast sdmtliche Bodenarten. Man stu-
dierte die Bdden der verschiedenen Kontinente und bericksichtigte dabei die
klimatischen, bodenchemischen und physikalischen Eigenschaften sowie die
geographische Lage und andere charakteristische Standortseigenschaften der
untersuchten Bdden [1, 2, 3, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17].

Aus diesen Forschungen Hessen sich aber hinsichtlich der oben erwéhnten
Zusammenhdnge bis zum heutigen Tage keine sicheren Schlisse ableiten. Routien
und Finlay [16] stellten in ihrer zusammenfassenden Arbeit fest, dass die Aus-
wahl der Bdden oft aufs Geratewohl erfolgte. Manche Forscher verwendeten
lokale Béden, andere dagegen sammelten welche aus allen Teilen der Welt. Wenn
wir indessen die Literatur dieses Problems bis zum heutigen Tage verfolgen, so
werden wir feststellen kénnen, dass sich bisher die folgenden vier mehr oder
weniger begrundeten Auffassungen herausgebildet haben.

1. Manche Forscher sind der Ansicht, dass die Zahl der Antibiotika er-
zeugenden, aktiven Mikroben in jenen Bdéden am grdéssten ist, die fur ihre
Entwicklung ginstige Verhéltnisse bieten. Andererseits ist die mikrobiolo-
gische Aktivitat im allgemeinen in der N&dhe der Wurzeln (Rhizosphére) starker
als in der wurzelfernen Zone. Die Untersuchungsergebnisse von Rouatt und seinen
Mitarbeitern [15] berichten Uber die gesteigerte antibiotische Aktivitdt der
Aktinomycesstamme in der Rhizosphére.
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2. Landerkin und seine Mitarbeiter [11] kamen bei der Untersuchung der
aus nordkanadischen Bdden stammenden Aktinomyceten zu der Feststellung,
dass die hohere Zahl der in den Bdden der ndrdlichen Gegenden auffirdbaren
Antagonisten mit der spérlichen Vegetation sowie mit der klimatisch bedingten
lAngeren Zeitdauer des Stillstandes der Pflanzenentwicklung in Beziehung
gebracht werden kann.

3. Krassilnikoiv, Korenjako und Artamonowa [10] haben aus Bdden der
Sowjetunion Aktinomycesarten isoliert und fanden dabei, dass die an Humus
und organischen Stoffen reichen Bdden viele Antagonisten enthalten. Nach
ihren Feststellungen sollte die Losung der Frage der Verbreitung der Antagoni-
sten eher mit den 6kologischen als mit den geographischen Faktoren in Beziehung
gebracht werden. Sie wiesen ebenfalls nach, dass die Pflanzendecke auf die
quantitative Veibreitung der antagonistischen Aktinomyceten keinen bedeu-
tenden Einfluss ausubt.

4. Mehrere Forscher betonen neben der Wichtigkeit der 6kologischen
auch die Bedeutung der geographischen Faktoren bei der Verbreitung der Anta-
gonisten. Die diesbeziglichen Forschungen hélt besonders Gause [4] fur sehr wich-
tig. Awraamowa, Gawrilina und Sweschnikowa [1] untersuchten innerhalb der
Grenzen derselben geographischen Zone die Bodenmikroben (Pilze) der Rhizo-
sphédre und der wurzelfernen Zone. Im Prozentsatz ihres Vorkommens, ihres
Wirkungsspektrums und in der Stadrke der antibiotischen Wirkung der anta-
gonistischen Formen konnten sie keine wesentlichen Unterschiede nachweisen.
Hingegen wiesen die aus den Bdden der Moskauer Umgebung isolierten Anta-
gonisten von denen, die aus den Bdden der sudlichen Krim isoliert wurden,
deutliche Unterschiede auf. Im Siden ist ein hdherer Prozentsatz der antagonisti-
schen Formen mit viel breiterem Wirkungsspektrum und viel grésserer Wirkung
zu beobachten.

Im allgemeinen gibt die Mehrheit der Verfasser nur den Standort und die
Anzahl der isolierten Antagonisten an. Auf die weiteren Zusammenhé&nge weisen
sie jedoch nicht hin. Der Zweck der vorliegenden Erdérterungen besteht darin,
auf diesem Gebiete eine gewisse Orientierung zu ermdglichen.

Untersuchungsmethoden

Die Uberwiegende Mehrzahl der Forscher prifte die antibiotische Aktivitat fast aus-
schliesslich in bezug auf einige in der internationalen Praxis verbreitete Mikroorganismen ver-
schiedener Empfindlichkeit (E. coli, Staph, aureus usw.). Diese Organismen jedoch lebten mit
den fraglichen Bodenmikroben nicht nur in keiner Biozonose zusammen, sondern sie konnten
selbst in deren Leben innerhalb des Bodens keine Bolle spielen. Demgegeniiber muss die Auf-
klarung der antagonistischen Verhaltnisse der Mikroorganismen, die sich langere Zeit hindurch
gegenseitig beeinflussten, zum Verstehen der antagonistischen Phadnomene von entscheidender
Bedeutung sein. Deswegen untersuchten wir die gegenseitige antibiotische Aktivitat der von
uns isolierten Arten. '

Die Bodenproben wurden nach Mdglichkeit aus einem kleinen Umkreis genommen, um
die Isolierung der in den entfernteren Raumen des Bodens lebenden, zeitlich und raumlich in
keine gegenseitige Berihrung gekommenen Stamme zu vermeiden. Es wurde hierbei auch in
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Erwagung gezogen, dass wenn man die Isolierung aus einem zu kleinen Bodenpartikel von
mikroskopischer Grosse vornimmt, die in den Mikrobiozonosen zustande kommenden Resi-
stenzverhaltnisse die spatere Auswertung storen kénnten. Deshalb holten wir die Proben aus
den einzelnen Boden in einem Umkreis von etwa 6—8 cm mit Hilfe eines sterilen Spatens heraus.
Die Tiefe der Probeentnahme war ungefahr 20 cm. Die einzelnen Proben wurden mittels Schiit-
telmaschine mit sterilem Brunnenwasser vermengt, verdiinnt und auf einen auf pH 7 eingestell-
ten Nahrboden, dessen Temperatur ungefahr 45°C betrug, abgeimpft.

Bei der Isolierung verwendeten wir zwei verschiedene Nahrbéden, u. zw. bei Isolierung
der Aktinomyceten den Jensenschen Dextrose-Kasein-Nahrboden, bei Isolierung der Ubrigen
Bakterien Pepton-Dextrose-Bodenextrakt-Agar. (Zusammensetzung : Bodenauszug : 26 ml ;
Bouillon : 237 ml; destilliertes Wasser : 237 ml; K2HP04: 1g; MgS04: 0,2 g; NaCl:
0,1 g; FeS04: in Spuren, Dextrose : 5,0 g; Pepton: 50 g; (NH42HP04: 25 g ; Agar:
10,0 g).

Von den Platten sonderten wir jede selbstandige Kolonie ab, und von diesen stellten wir
je eine Kultur her. Fir die weitere Ziichtung sowohl der Aktinomyceten als auch der Ubrigen
Bakterien wurde der zweite Nahrboden, namlich das angereicherte Bodenauszug-Agar benutzt,
welche diesen Mikroben als gute Nahrungsquelle diente. Die Vergleichsversuche wurden auf
folgender Weise ausgeftihrt : es wurde eine Suspension der auf ihre Empfindlichkeit zu prifen-
den Bodenmikroben mit sterilem Brunnenwasser hergestellt und davon 1 ml mit auf 45°C abge-
kihltem angereichertem Bodenauszug-Agar (pH 7) vermengt. Wir arbeiteten dabei natirlich
immer mit den gleichen Bakterienmengen. Sodann wurde in eine Petrischale je eine Platte
gegossen und auf deren erstarrte Oberflache die als Antagonisten ausgewdahlten Organismen
mit Hilfe einer Platinése Ubertragen. Bei diesen Vergleichsversuchen verwendeten wir stets
30—35 Stunden alte Bakterienkulturen und 4—6 Tage alte Aktinomyces-Kulturen. Die Ergeb-
nisse wurden nach 24 und nach 48stiindiger Inkubation im Thermostat, der auf 28°C eingestellt
war, abgelesen und die Qualitat sowie Intensitat der Hemmung und Forderung aufgezeichnet.

Vor dem Beginn der Gegentiberstellung der Mikroben fihrten wir mit den isolierten
Stammen eine Selektion durch. Zweck dieser Selektion war die Vermeidung der mehrfachen
Isolierung der Stamme derselben Arten. Dies stellte eine dusserst schwierige Aufgabe dar, da sie
nicht nur eine Absonderung nach Arten bedeutete, sondern man innerhalb der Arten auch
die Stamme verschiedener antibiotischer Aktivitat bertcksichtigen musste. Dieses Problem
losten wir in der Weise, dass wir die isolierten Stamme physiologisch, ferner von mikro- und
makromorphologischen Gesichtspunkten aus untersuchten — von Fall zu Fall fuhrten wir auch
Bestimmungen betreffs der Artenzugehorigkeit durch — und von denen, welche in jeder Hinsicht
identisch waren, priften wir weiterhin nur einen.

Bei den Gegeniiberstellungen wurde die Ausstreuung der Aktinomyceten mittels Myce-
lien- und Sporensuspensionen ausgefiihrt.

Untersuchungsergebnisse

Die Bodenproben wurden von der Halbinsel Tihany und teilweise von
Budapest beschafft. Hier folgt die Beschreibung der Bodenproben bzw. ihrer
Standorte :

1. Ackerboden (Bezeichnung : Acker 1) auf der Halbinsel Tihany, auf
dem Gebiete westlich von «Belsété» (Binnensee). Zeitpunkt der Probeentnahme :
3. Mérz 1952. Seit langer Zeit intensiv bearbeiteter Boden mit strukturell ent-
sprechendem Zustand. Humusgehalt (nach Extraktion mittels NaOH wurde
der Humusgehalt des Extraktes oxydimetrisch bestimmt) niedrig: 2,2%, pH :7,0
(Kihnsche Methode, Bromthymolblau-Indikator). Aus der bezeichneten kleinen
Bodeneinheit wurden im ganzen 32 Stdmme isoliert. Darunter sind 26 Bak-
terienstdmme (Szx—a& und Sz3l), 5 Aktinomycesstamme (Sz 26_30) und 1 Pilz-
stamm (Sz32). Zwei isolierte Bakterienstimme (Sz16 und Sz2%) verloren frih
ihre Entwicklungsfahigkeit, so wurden die Vergleichsversuche an 30 Stdm-
men ausgefihrt (Tabelle I, 1).
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2. Eine kleinere Bodenfldche unter einem gemischten Laub- und Nadel-
waldbestand auf Susswasserkalkstein, auf der Halbinsel Tihany, an einem
grosseren Talhang westlich des «Akaszt6»-Hiigels. Zeitpunkt der Probeentnahme:
3. Maérz 1952. Der Bestand wies eine reiche Gebusch-Flora in seinem zweiten
Horizont auf. Humusgehalt: 5,6%, pH: 7,2. Unberuhrter jungfréulicher Boden,
mit einem verhaltnismassig seichten fruchtbaren Bodenhorizont. Aus dem
einzigen herausgekommenen Erdklumpen wurden im ganzen 24 Stdmme iso-
liert, u. zw. 17 Bakterien- (Fx_17) und 7 Aktinomycesstamme (F18—20). Ta-
belle 1, 2.

3. Eichenwald von dem westlichen Teil der Halbinsel Tihany. Uppige Gras -
Vegetation. Zeitpunkt der Probeentnahme : 3. Mérz 1952. Humusgehalt : 2,9%,
pH: etwa 6,6—6,8). Die pH-Werte im Laufe desjahres sind betrachtlichen Schwan-
kungen unterworfen (5,6—6,8). Aus dem von 18—20 cm Tiefe herausgehobenen
Erdklumpen wurden insgesamt 22 Stamme isoliert, u. zw. 16 Bakterien- (Tx—16)
und 6 Aktinomycesstamme (T17—22)- Fin Bakterienstamm (Tn) ging bald
zugrunde; so wurden die Ergebnisse der Tabelle I, 3 mit 21 Stdmmen
erreicht.

4. Zwecks Mistbeet-Pflanzenanbau erzeugter Boden aus einem Treibhaus
der Hauptstadtischen Gartnerei, Zeitpunkt der Probeentnahme : 20. April
1953. Humusgehalt : 5,6%, pH :ungefédhr 7,0. Aus dem hinsichtlich des Wachs-
tums und der Aktivitdt der Mikroben optimalen Biotop wurden auf die oben
erwdhnte Weise 19 Mikrobenstdmme isoliert, u. zw. 8 Aktinomyces- (Mx_ 8)
und 11 Bakterienstamme (M9_19). Die Angaben der Gegenlberstellungen
sind in der Tabelle I, 4 zusammen gestellt.

5. Unter anaeroben Umstadnden erzeugter Faulschlamm, reich an organi-
schem Material, beschafft von den Budapester Kanalisationswerken am 20.
April 1953. Aus einer kleinen Menge des verdichteten Schlammes wurden insge-
samt 12 aerobe Mikroorganismen isoliert, u. zw. 8 Bakterien (Rx—8) und 4 Akti-
nomyceten (Rg_12). Yersuchsangaben in Tabelle I, 5.

6. Ein schon seit mehreren Jahrhunderten kultivierter Acker auf der
Halbinsel Tihany (wurde bereits von dem Personal des Klosters langere Zeit
regelmassig bebaut). Zeitpunkt der Probeentnahme: 20. August 1953. Die
strukturellen Verhéltnisse des Bodens sind ungiinstig. Die Klumpen werden bald
pulverisiert und zerfallen infolgedessen sehr rasch. Humusgehalt niedrig :
1,6%, pH : 7,0. (Bezeichnung des Bodens Acker 11.) Aus einem grdsseren Klum-
pen wurden 11 Bakterien- (Px_n), ferner 10 Aktinomycesstaimme (P12—21)
isoliert. Yersuchsangaben in Tabelle I, 6.

7. Der sudliche, stark abfallende Berghang des «Ovar» (alte Burg) auf der
Halbinsel Tihany, mit seichtem fruchtbarem Bodenhorizont. Zeitpunkt der
Probeentnahme : 20. August 1953. Der Wirkung der Sonnenstrahlen stark
ausgesetzte, oft austrocknende, durre, niedrige Rasendecke. Humusgehalt :
4,5%, pH : 7,0. Es wurden im ganzen 16 Mikrobenstdmme auf die erwédhnte
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TABELLE 1

Gegenseitiger Antagonismus der aus einem einzigen Klumpen verschiedener Bdden isolierten
Mikroorganismen auf kinstlichem Nahrboden

Zahl

: Zahl de
Nr. ngslghondﬂgs Die gegentibergestellten Mikroorganismen Ge%enijberr- der Hemmungen
tellungen
Zusammen %
Bakterium <—fr Bakterium ............. 576 152 26
Aktinomyces @—» Aktinomyces ........ 25 4 16
I Acker I Bakterium fr—> Aktinomyces ............ 240 65 27
Pilz «—» Bakt. Pilz, Aktinomyces .. 59 4 7
Zusammen.............. 900 225 25
Bakterium <--->Bakterium ............... 289 62 21
2 Laub- und Aktinomyces <—= Aktinomyces ........ 49 3 6
XNadel- . .
mischwald Bakterium <—fr Aktinomyces ............ 238 35 15
ZUSammenN.....c.ccveeenene 576 100 17
Bakterium <---» Bakterium ............... 225 40 18
Aktinomyces <—> Aktinomyces ........ 36 3 8
3  Eichenwald . y . y
Bakterium <---» Aktinomyces ............ 180 28 15
ZUusammen ... 441 71 16
Bakterium <--->Bakterium .... 121 36 30
) Aktinomyces fr- » Aktinomyces 64 20 31
Mistbeetboden Bakterium <---> Aktinomyces .. 176 70 40
Zusammen 361 126 35
Bakterium fr—> Bakterium .... 64 12 19
Anaerober Aktinomyces <—=> Aktinomyces 16 1 6
Schlamm Bakterium <---> Aktinomyces .. 64 14 22
Zusammen 144 27 19
Bakterium <--- Bakterium .... 121 40 33
Aktinomyces frr » Aktinomyces 100 49 49
Acker 11 Bakterium <--- Aktinomyces .. 220 100 45
Zusammen 441 189 43
Bakterium fr— Bakterium 81 23 28
Kahler Berg-  Aktinomyces fr-m Aktinomyces 49 14 28
g%g?, des Bakterium <—fr Aktinomyces .. 126 30 24

Zusammen 256 26
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Weise isoliert, u. zw. 9 Bakterien- (0X-9) und 7 Aktinomycesstdmme (O10 16).
Yersuchsresultate : Tabelle I, 7.

Besprechung der Ergebnisse

Viele Mikrobiologen vertraten friher den Standpunkt, dass die Mikro-
organismen unter natlrlichen Verhaltnissen im Boden Kkeine antibiotischen
Stoffe erzeugen. Diese Tatigkeit entfalten sie, nach dieser Meinung, nur
auf kinstlichen N&hrbdden. Spater, als die weiteren Forschungen die Antibioti-
kumerzeugung im Boden bestatigten, beriefen sie sich darauf, dass die Rolle
der antibiotischen Stoffe im Leben der Bdden unbedeutend ist, da diese
unter der Wirkung verschiedener Faktoren inaktiviert werden. Auf Grund
dieser Auffassung vertraten manche Forscher die Ansicht, dass das Zustande-
kommen der antibiotischen Eigenschaften der Mikroorganismen im allgemeinen
dem Zufall zuzuschreiben wére.

TABELLE 1l
Grossenverteilung der durch die aus verschiedenen Bdden geziichteten Bakterien ausgeldsten
Hemmungszonen
Radius der Hemmungen in mm
Bezeichnung Zahl
des Bodens der Hemmungen
unter 2 2—5 tber 5
ACKET | oo 195 134 55 6
Laub- und Nadelmischwald ........c.cccccoervrrernnnnne 79 69 10 —
Eichenwald ..o 62 56 6
Mistbeetboden ... 86 30 51 5
Anaerober Schlamm ... 23 21 2 —
ACKET 1 e 80 43 29 8
Kahler Berghang des Ovar 43 42 6 —
TABELLE 111
Grossenverteilung der durch die aus verschiedenen Bdden geziichteten Aktinomyceten ausgel6sten
Hemmungszonen
Radius der Hemmungen in mm
Bezeichnung Zahl
des Bodens der Hemmungen
unter 2 2—5 Ub'er 5
ACKET 1 ot 28 3 14 n
Laub- und Nadelmischwald ..........ccccoveennene. 21 8 1 2
Eichenwald......cccooeiievviiencee e 9 9 — —
Mistbeetboden ......cooeeivvveii e 40 8 13 19
Anaerober Schlamm 4 2 2 —

ACKEr 11 e 109 15 58 36
Kahler Berghang des O VAT ....ccccovovvevierinnnn. 19 9 6 4
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TABELLE 1V

Prozentsatz der beobachteten Hemmungen bei der Gegeniiberstellung der aus einzelnen Béden isolierten
Mikroorganismen und durchschnittlicher Hemmungszonenradius der Bakterien- und Aktinomyces-
Antagonisten

Durchschnittlicher Radius der Hem-
mungszonen in mm

. Prozentsatz
o SoDAIGE
ns chieter Durch Durch
Hemmungen Aktinomyces- Bakterien-
Antagonisten Antagonisten
ausgelost ausgelost
ACKEr T o 25 52 2,2
Laub- und Nadelmischwald .................. 17 3,0 1,6
Eichenwald ... 16 14 1,6
Mistbeetboden ... 35 59 31
Anaerober Schlamm ... 19 2,5 15
Acker T 43 53 2,5
Kahler Berghang des Ovar 26 3,2 15

Jene bahnbrechenden Untersuchungen, die in der letzten Zeit von ver-
schiedenen Forschern auf dem Gebiete der ursdchlichen Erkldrung des Zustande-
kommens der antibiotischen Eigenschaften der Mikroorganismen ausgefuhrt
wurden, erwiesen klar, dass die Fahigkeit, antibiotische Stoffe zu erzeugen,
wdahrend des Daseinskampfes der Mikroben entsteht. Nach dieser Auffassung
spielen die Antibiotika als Kampfmittel eine recht bedeutende Rolle im Leben
der Mikroorganismen.

Wenn wir jedoch den Zufall als priméare Ursache der Entstehung
der antibiotischen Eigenschaften anerkennen, so wird schon a priori
unmdglich, dass wir die Zusammenhénge zwischen den typischen Bodeneigen-
schaften und der antibiotischen AKktivitat seiner Mikroorganismen erfassen
kdnnen.

Die antibiotische Stammforschung kann keine anderen Leitprinzipien
haben als die Einheit des Organismus und seiner Umgebung. Alle Eigenschaften
des Organismus muissen daher mit seiner Umgebung als eine Einheit betrachtet
werden. Wenn wir daher das Zustandekommen der antibiotischen Fahigkeit der
Mikroorganismen mit den wichtigsten Faktoren ihres Biotops in logischen Zu-
sammenhang bringen wollen, so mussen wir nach meiner Ansicht auch die
Anwendung der geschichtlichen Betrachtung in Erwégung ziehen.

Nun sollen die Angaben der Tabelle | betrachtet werden. Wie ersichtlich,
wurden bei simtlichen Bdden die daraus isolierten Bakterien und Aktinomyceten
untereinander und gegenseitig gegeniibergestellt. Die meisten Mikroben isolierten
wir aus «Acker I», die wenigsten aus dem «anaeroben Schlamm». Bei den ein-
zelnen Bdden schwankten die Gesamthemmungsprozente zwischen 43 und 16%.
Tabelle Il und Il stellen die GrdssenVerteilung der Hemmungszonen dar, wéh-
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rend Tabelle 1V die in Millimetern ausgedrickten Zahlenwerte des durchschnitt-
lichen Hemmungszonenradius angibt. Diese Daten weisen darauf hin, dass die
Actinomyceten in den meisten Fallen aktiver sind als die Bakterien und dass
die hochwirksamen Antagonisten im allgemeinen am hd&ufigsten zwischen den
Aktinomyceten Vorkommen.

Es ist nicht schwer festzustellen, dass die «antibiotische Aktivitat» der
Bdden, d. h. die Aktivitat ihrer Mikroflora, mit dem Humusgehalt meistens
nicht parallel 1auft. Hinsichtlich dieser Zusammenh&nge mussen wir hier auf
einen Faktor hinweisen, den wir mit den bisherigen naturwissenschaftlichen
Methoden nicht erfassen kdénnen, ndmlich auf den geschichtlichen Werdegang
des Bodens. AufGrund unserer Untersuchungsangaben folgerten wir, dass die
antibiotische Aktivitdt jener Bdden am intensivsten ist, die auch sonst ein recht
lebhaftes und wirksames Bodenleben aufweisen. So ist «Acker Il1» einer der
altesten Ackerbdden der Halbinsel Tihany und wurde nach den von mir ermit-
telten geschichtlichen Daten mit verhd&ltnisméassig ausgiebigen Mengen orga-
nischer DlUngemittel versorgt. Die in einem einzigen Klumpen dieses Bodens
lebenden Mikroorganismen wirkten auf kiintslichem N&hrboden in 43% der Félle
gegenseitig hemmend. Die durchschnittlichen Hemmungswerte sind ebenfalls
hoch, obwohl der Humusgehalt dieses Bodens von allen Proben der geringste
war, namlich nur 1,6%. Nach unseren Feststellungen bewahrte die in der
Vergangenheit langere Zeit hindurch tatige Mikroflora trotz des schlechten
strukturellen Verhaltnisses und Humuszustandes des Bodens ihre antibiotische
AKktivitat, die sie vorher erreicht und in ihrem Plasma konservativ und vererb-
lich fixiert hatte. Der Mistbeetboden, welcher fur die T&tigkeit der aeroben
Mikroorganismen der geeignetste Biotop ist, enthélt neben grésserem Humus-
gehalt eine sehr aktive Mikroflora. «Acker I» ist kein so alter Kulturboden
wie «Acker Il», doch wurde seine Dynamik durch agrotechnische Eingriffe
recht intensiv gestaltet. Seine antibiotische AKktivitat ist ebenfalls stark. Die
Bdden des Eichen- und des gemischten Laub- und Nadelwaldes zeigen eine weniger
intensive biologische Bodenaktivitdt. Beim ersteren sinken die pH-Werte
im Laufe des Jahres oft unter 6,0. Beide Bodentypen sind unberihrte
jungfrauliche Bdden. Ihre antibiotische Aktivitat ist trotz des grdsseren Humus-
gehaltes gering. Der anaerobe Schlamm, mit seinem grossen Gehalt an organischen
Stoffen, enthéalt eine inaktive Mikroflora, weil sich unter den dort herrschenden
anaeroben Bedigungen keine aeroben Organismen und somit auch Kkeine
antagonistischen Konkurrenzverhédltnisse entwickeln konnten. Schliesslich
vermochte auch der trockene Boden des Berghanges «Ovar» keine Mikro-
flora von stérkerer antibiotischer Aktivitat zustande zu bringen. Die Intensitat
des letzteren war im allgemeinen immer niedriger als die der ein recht aktives
Leben fihrenden Ackerbdden.

Ich mdchte noch erwé&hnen, dass die Bdden von starker bzw. geringer
antibiotischer Aktivitdt der Halbinsel Tihanv nicht mehr als ein bis zwei Kilo-
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meter voneinander entfernt sind. Sie gehdren also zweifellos derselben geo-
graphischen Zone an.

Wir sind davon Uberzeugt, dass die grossere antibiotische Aktivitat der
kultivierten Bdden mit ihren besonderen biotischen Verhdéltnissen in engem
Zusammenhang steht. Nach Krassilnikow [9] kommen die Mikroorganismen
im Boden in kleinen Haufen vor, die aus Individuen einer oder mehrerer, mitei-
nander nicht konkurrierenden Arten bestehen. Diese Individuen sind miteinander
durch fast sdmtliche Formen der Meta- und Symbiose verkettet. Durch die agro-
technischen Massnahmen wird natirlich die Biodynamik der Ackerbdden recht
bedeutend gesteigert. Die Haufen, diese kleinsten mikroskopischen Biozdnosen
der Bdden, zerfallen infolge des Pfligens und anderer mechanischer Eingriffe,
sie vermengen sich mit den Individuen anderer Mikrobenhaufen sowie konkur-
renter Arten und k&mpfen &usserst scharf gegeneinander. Diese Vorgéange er-
moglichen das Zustandekommen jener metabiotischen Haufen Systeme, welche
die Né&hrstoffvorrate des Bodens besser ausnutzen koénnen. Es kann im all-
gemeinen festgestellt werden, dass im Bodenleben alle Faktoren, die die Tatig-
keit der Mikroorganismen steigern und diese dauernd auf einem hohen Niveau
halten, auch die Mdglichkeiten zu einem recht intensiven Existenzkampf der
Mikroben herbeifihren. Wé&hrend der Zeit dieses ununterbrochenen Kampfes
entstehen und fixieren sich die antibiotischen Eigenschaften. Je bestdndiger die
Einwirkung der Konkurrenz, desto mehr steigert sich das Mass der Antibiotikum-
produktion, wie dies experimentell bereits festgestellt wurde.

Schliesslich soll noch erwdhnt werden, dass bisher noch keine Angaben dar-
Uber vorhanden sind, in welcher Zeitspanne unter den Saprophyten in nicht-
sterilem Boden eine Antibiose zustande kommen kann. Wenn aber die antibioti-
schen Eigenschaften bereits zustande gekommen sind und erblich fixiert wurden,
so werden diese auch dann bestehen, wenn die urspringlichen Entstehungs-
bedingungen nicht mehr vorhanden sind. Wird ein an organischen N&hrstoffen
reicher Boden verarmen, so wird unserer Ansicht nach keine Verringerung der
antibiotischen Aktivitat der Mikroflora erfolgen.

Schlussfolgerung

Wir fiuhrten Untersuchungen hinsichtlich des Antagonismus von Mikro-
organismen durch, die sich — mdglicherweise — in ihrer geschichtlichen Vergan-
genheit gegenseitig beeinflussen konnten. Diese Untersuchungen lassen darauf
schliessen, dass zwischen dem Bodentyp und dem antibiotischen Verhalten seiner
Mikroflora ein enger Zusammenhang besteht. Dieser Zusammenhang soll nicht
allein in den geographischen Faktoren oder in dem augenblicklichen Humusgehalt
gesucht werden, sondern auch in der jeweiligen Gestaltung der mikrobiologischen
Aktivitat des Bodens in der Vergangenheit. Die geschichtliche Vergangenheit

2 Acta Microbiologica I1/1—2.
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der Bdden spiegelt sich im Charakter der darin lebenden Mikroorganismen wider.
Auch weniger fruchtbare oderan organischen Stoffen arm gewordene Béden kénnen
eine Mikroflora von starker antibiotischer Aktivitat enthalten, wenn diesen
Bdden friuher Gelegenheit zur Ausbildung solcher Eigenschaften geboten wurde

oder von aussen kommende antibiotische Mikroorganismen — die durch
Wind, Wasser und andere Faktoren dorthin gelangt sind — sich anhdufen
konnten.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Wir untersuchten an kinstlichen Nahrbdden den Antagonismus der in kleinen Ein-
heiten (Klumpen) verschiedener Bdden lebenden Mikroorganismen, die sich — mdoglicherweise —
friher wahrend ihrer geschichtlichen Vergangenheit gegenseitig beeinflussen konnten.

2. Auf Grund der Auswertung der Ergebnisse von mehreren tausend Gegeniberstellungen
kamen wir zu dem Schluss, dass zwischen dem Bodentyp und der antibiotischen Aktivitat
seiner Mikroflora ein enger Zusammenhang besteht.

3. Dieser Zusammenhang soll nicht nur in geographischen Faktoren oder in dem augen-
blicklichen Gehalt an Humus bzw. an organischen Stoffen, sondern auch in der geschichtlichen
Vergangenheit der Boden gesucht werden. Eine durch langere Zeitdauer anhaltende mikrobiolo-
gische Aktivitat eines Bodens wird bestimmt durch die dort entstehenden Konkurrenzverhalt-
nisse, die die Bedingungen zur Anhaufung der antagonistischen Stamme hervorrufen. Diese
intensive «antibiotische Aktivitat der Béden» kann auch dann langere Zeit bestehen bleiben wenn
jene Umstande, die die Akkumulation der Antagonisten verursachten, nicht mehr vor-
handen sind.
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HOBbIE TOYKW 3PEHUA TMPU TMONCKAX MOYBEHHbLIX MWMKPOBOB,
OBPA3YIOLWWNX AHTUBNOTUKN

. Cabo

Pesme

ViccneaoBaHnsi Mo OTKPbITUIO 3aKOHOMEPHOCTE B MOUBEHHbIX MECTOHAXOXAEHUAX U
CKOM/EHUAX MUKPOGOB, 06pasytoLLX aHTUGMOTUKY, He MPUBENN K eAMHOracHbIM pe3y/ibTaTam.
MHOrve CUMTaKOT, YTO MOUYBbI, 61AroNpPUSATCTBYIOLLME XMN3HEAEeATENbHOCTU MUKPOGOB, ABNAIOTCS
Hambonee 6OraTbIMM aHTMBMOTUKAMW, APYrue O06HApPYXXUM 6OMbLLOE KOMMYECTBO aHTaroHu-
CTOB B MHAKTUBHbIX MoyBax. Mo MHEHWIO TPeTbUX, MOUCKU AO/KHbI NMPOM3BOAUTLCS B MouBax
c GoraTbiM coAepXaHWeM OpraHMYeckux BeLecTB, OAHAKO, U B MOYBaX, Masocofepaliunx
TakoBble, TOXXE MOTyT BCTpeuaTbCa 6oratble 3anexu. Pusoctepa AaeT BO3MOXHOCTb CKOM-
NEHUSI aHTaroHWUCTOB, B HEKOTOPbIX C/lyyasX, 04HAK0, OKas3blBAeTCs, UTO MMEHHO Takas cdepa
NpensTcTBYeT 06pas’oBaHMI0 aHTUBMOTUUECKUX MONYNsLUiA.

B CBA3XM C [aHHOM npo6nemMoli aBTOPbl CPABHMBAAN AHTMBMOTMUECKYHD aKTUBHOCTb
MWKPO/IOp CEMU BMIOB MOYB, PE3KO OT/IMUHBLIX B OTHOLLEHWU (U3MKOXUMUYECKMX YC/TOBUIA.
Mcxoas v3 psifia SKCMepUMeHTaIbHbIX OnpedenieHuit, [oKasbIiBaloWmX, YTo aHTUBUOTUYECKNe
cBoiicTBa 06pasytoTcst B npouecce 60pb6bl 3a CyLLECTBOBaHMWE, UYTO CBOWCTBA 3TV — BO3HMKAKO-
e B NpUpoae — Mo3XKe BbISABNAIOTCA TAaKXKe M Ha UCKYCCTBEHHbIX Cpeaax, Aasee, Uto aHTu-
6UOTMYECKOE [ECTBME YacTO HanpaenseTcs CneuuguUeckn MPOTUB KOHKYPEHTa, aBTopbl
pa3paboTasin HOBbIi CPaBHUTE/NbHBIM MeTOf, COrflacHO KOTOPOMY M3 Kaxaoi mnousbl GepeTcst
TOMIbKO MO 0AHOMY 6GOslee KpYMHOMY KOMKY BECOM B HECKO/IbKO Fpamm, U U3 TakKoBbIX M30/M1-
pytoTcst 6aKTepUN Y aKTUHOMULIETBI, T. €. /10 UMeeTCsi C TaKUMU MMUKPOGamu, KOTOpble B UCTO-
pVUeCKOM MPOLLSIOM MOF/IM B3aMMHO feACTBOBaTb OAWH Ha Apyroro. Ha TBepgoli nuTaTeNbHOM
Cpefie aBTOPbl M3y4asM aHTarOHUCTUYECKOE B3aMMOfEWCTBME BbIAENEHHbIX TakMM 06pasoMm
MWKPOOPraH1M3MoB. Pe3ynbTaTbl AeMOHCTPUMPOBaHbI Ha Ta6nuuax. Mexay nousamu Hab6nto-
JaNNChb Pe3Kue pasHuLbl B NPOLEHTAX ClyyaeB TOPMOXEHUS!, B CPEAHMX 3HAUEHUSIX TOPMO3si-
LMX 30H, BbIPaXXeHHbIX B MM. 10 MHEHMWIO aBTOPOB 3TV XapaKTepPHbIe OTANUMS He MOTYT 06bsC-
HATLCS (DUBMKOXMMUYECKMU YCNIOBUSIMU WCC/EAYEMbIX MOYB B faHHbIA MOMEHT U B 0COGEH-
HOCTW He 3aBUCAT OT NPUHMMAEMOI TaK 4acTo B pacyeT ryMyCHO MouBbl. VIMEHHO B Mouse C
Hanbosee HU3KMM COfePXKaHWeM ryMyca aBTOpbl 06HAPY>XUAW 6GOMbLUMHCTBO C/lyyaeB Top-
MOXXEHWSI, NMapafieNlbHO C BbICOKO aKTMBHOCTbIO. OBBLSACHEHNE OHU HAXOASAT B UCTOPUYECKOM
MPOLLIZIOM MoYB. Ha OCHOBaHWMM MPOBEAEHHbIX 3KCTMEPUMEHTOB aBTOPbl OMPEAeUN, YTO ecnu
NPUYMHBI, 6N1AroNPUATCTBYIOWLME 06PA30BaHMI0 M CKOMJ/IEHWIO aHTaroHUCTOB (COAepXKaHue
OpraHMYecKux BeLLECTB, 61aronpusiTHash AMHAMMKA MoYBbl, YC/I0BMSI KOHKYPEHLMM) npekpa-
wakTes, (KaK, Harnpumep, yxyAlleHve AMHAMWUUYECKOro COCTOSIHMSI MOYB, WUCTOLLEHWE OpraHu-
YECKUX BELUECTB) He HacTynaeT HeMeANIeHHOro pPasHoca BbICOKOAHTArOHWUCTUYECKUX MOMynsi-
UMiA, TaK KaK (DU3MKOXMMUYECKME CUJIbl MOYB MOTYT MOAAEPXKUBATb aKKyMynsuun elle Ha
6ofiee UM MeHee KOPOTKOE BPeMsi B 3aBMCMMOCTM OT TuMa TouB.
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In der medizinischen Mikrobiologie wird zur gelenkten Umgestaltung der
Arten die vegetative Hybridisation oder — wie es in der westlichen Literatur
heisst — Transformation seit langer Zeit als anerkannte Methode benutzt. Diese
Forschungsrichtung begann mit der Untersuchung der Parastdmme. Anfangs
wurde nur das Vorhandensein der Parastamme festgestellt, doch war man
vergebens bestrebt, sie herzustellen [5, 21, 31, 36, 39, 40, 41, 42, 43, 50]. Grif-
fith [19] war der erste, der Parastimme von Pneumokokken herzustellen ver-
mochte. In seinem berihmt gewordenen Versuch impfte er M&use mit der Mi-
schung von 2 Pneumokokkenstdmmen. Einer dieser beiden war ein avirulenter
Stamm vom R-Typ, del-andere ein vorher mit Hitze abgetdteter virulenter Stamm
vom S-Typ. Die M&use verendeten an Septikdmie, und aus ihnen gelang es
Griffith, den virulenten S-Typ-Stamm zu kultivieren. Auf das erfolgreiche Experi-
ment von Griffith folgte eine grosse Zahl von anderen ebenfalls erfolgreichen
Versuchen [1, 4, 8, 11, 12, 16, 22, 35, 45 und viele andere]. Die Zahl der diesbe-
ziglichen experimentellen Arbeiten ist so bedeutend, dass bereits Monographien
und zusammenfassende Abhandlungen daruber erschienen sind. Auch in zusam-
menfassenden genetischen Arbeiten widmen die Verfasser diesen Forschungen
besondere Kapitel [3, 8, 10, 23, 25]. In der ungarischen Forschung stammen die
bahnbrechenden Arbeiten von Manninger und Nogradi [34], Havas [18] und
Balassa [6].

Die Bezeichnung vegetative Hybridisation ist neueren Datums. In Verbin-
dung mit der Arbeit von Gratschewa [16] setzte Gamaleja [14 ] zuerst auseinander,
dass der bisher als Transformation bezeichnete genetische Vorgang bei den
Mikroorganismen eigentlich eine vegetative Hybridisation sei. Seit der denk-
wirdigen Diskussion in der nach Lenin benannten Landwirtschaftlich-Wissen-
schaftlichen Akademie im August 1948 hat diese Bezeichnung in der Sowjetunion
in weiten Kreisen Verbreitung gefunden.

Das Wesen der Methode lasst sich kurz in der Weise zusammenfassen, dass
ein Teil der Eigenheiten einer Artineine andere Art eingefuhrt wird. Zur Durch-
fuhrung werden die mannigfaltigsten Kombinationen verwendet : der im nativen
Zustand belassene zerstorte Kérper oder in anderen Féallen der abgetdtete Korper
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der umgestaltenden Art wird an die umzugestaltende Art assimiliert, in weiteren
Fallen ist die Methode die gemeinsame Zuchtung oder aber eine gemeinsame
Zuchtung, bei der die beiden Arten rdumlich isoliert sind. Neuerdings werden die
Stdmme mit Desoxyribonukleinsdure umgewandelt [23].

Die fuhrende sowjetische Mikrobiologie wendet die vegetative Hybridisa-
tion zur Umwandlung der landwirtschaftlichen und industriellen Mikroorganis-
men, d. h. der Saprophyten-Mikroorganismen, bereits mit Erfolg an. So benutzte
z. B. Krassilnikow [28 ] diese Methode bei den Kndllchenbakterien, Kossikow [27 ]
bei Hefen, Feniksoiva [13] beim Schimmel (Aspergillus) zur gelenkten Umwand-
lung der Eigenschaften, Stresinski [44] hingegen zum Hervorrufen des Antago-
nismus zwischen Pénicillium und B. subtilis. Die Englander Savage und Florey[38]
versuchten — wenn auch ohne Erfolg —emit dieser Methode bei den Bakterien
die antibiotische Eigenschaft zu beeinflussen.

Hinsichtlich der Anwendung dieser Methode auf dem Gebiet der industri-
ellen und landwirtschaftlichen Mikroorganismen stellte die Schriftleitung der
«Mikrobiologia» in einer 1952 verdffentlichten Zusammenfassung unter dem
Titel «Die Endergebnisse der Diskussion Uber die Frage der Selektion der Mikro-
organismen» folgendes fest : «Wenn auch letztgenannte Methode (d. h. die
vegetative Hybridisation) in den mit der Gruppe der Darmbakterien durchge-
fuhrten Versuchen zu interessanten Ergebnissen fuhrte, mussen die Aussichten
dieser Methode auf dem Gebiet der Selektion der Mikroben doch noch geklart
werden.» Diese Feststellung gab uns die Veranlassung, bei unseren Versuchen
zur gelenkten Umgestaltung der antibiotischen Eigenschaften der Streptomyces-
Arten auch die vegetative Hybridisation anzuwenden und auf diese Weise auch
unserseits zur Klarung der Aussichten dieser Methode beizutragen.

Material und Methoden

Eines der Arbeitsgebiete der Mikrobiologischen Abteilung des Biologischen Forschungs-
institutes der Ungarischen Akademie der Wissenschaften in Tihany war die Erforschung der
Streptomyces-Arten. Mit diesem Forschungsgebiet steht die Frage des Konservativismus bzw.
der Variabilitat der isolierten antibiotischen Arten in organischem Zusammenhang. Jene Arten,
welche wir in der ersten Halfte (1950—51) unseres Funfjahrplanes isolierten, hatten namlich
wahrend der mehr oder weniger langen Zeit der Laboratoriumshaltung von ihren antibiotischen
Eigenschaften meist viel eingebiisst. Besonders auffallend war bei zahlreichen der isolierten
Arten, dass sie ihre auf Grain-negative Bakterien wirkenden Eigenschaften sozusagen alle ver-
loren hatten. Die Fundorte dieser Streptomyces sind, wie wir dies in einer 1951 veroffentlichten
Arbeit mitgeteilt hatten [20], verschiedene Wald-, Acker- und sumpfige Wiesenbdden in der
Umgebung des Balaton. In Fortsetzung unserer Forschungen auf demselben Gebiet konnten wir
1952 neuere Arten isolieren, von denen eine aus dem Eichenwaldboden der Tihanyer Halbinsel
gewonnene Streptomyces-Art insofern wertvolle antibiotische Eigenschaften aufzuweisen
schien, als sie auf vollkommen synthetischem Nahrboden ein auf Gram-positive Bakterien
wirkendes Antibiotikum in grosserer Menge erzeugte. Bedauerlicherweise nahm jedoch die
Wirkstofferzeugung wahrend der Kultivierungsversuche wesentlich ab, und bei der genauen
Untersuchung konnten wir auch feststellen, dass die Art sowohl in morphologischer als auch
in physiologischer Beziehung eine starke Variation aufweist.

Die Neigung zur hochgradigen Variabilitat bei mehreren aus transdanubischen Arten
isolierten Streptomyces sowie bei der vorstehend erwahnten, aus Tihanyer Eichenwaldboden
isolierten Art machte uns klar, dass es ausserordentlich wichtig sei, uns mit der Frage der Stabi-
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li ierung dieser Arten zu befassen. Zur Erreichung dieses Zieles brachten wir die Methode der
vegetativen Hybridisation zur Anwendung.

Als erstes Versuchsobjekt verwendeten wir die aus dem Tihanyer Eichenwaldboden
isolierte stark variable Streptomyces-Art. Er erschien uns ndtig, eine Streptomyces-Art von
entsprechender Umwandlungswirkung zu finden, mit der wir unsere stark variierende Art zu
beeinflussen vermochten. Als Kriterium dieser Art stellten wir theoretisch folgende Anforderun-
gen auf: die Art sei konstant, sowohl morphologisch als auch physiologisch nicht variabel,
natirlich von antibiotischer Eigenschaft und auch auf Gram-negative Bakterien wirksam. Wir
nahmen an, dass die giinstige Umbildung einer labilen und in ihren Eigenschaften fir unsere
Zwecke mangelhaften Art (enges antibiotisches Spektrum, Fehlen des proteolytischen Enzyms,
schwache Sporenbildung) nur in dem Falle mdoglich sei, wenn wir mit einer Uber zusatzliche und
gleichzeitig konstante Eigenschaften verfligenden Art auf sie einwirken. Fir diesen Zweck
erschien uns eine aus einem natronhaltigen Boden der Ungarischen Tiefebene isolierte Strepto-
myces-Art geeignet.

Die zur Umbildung bestimmte Art war, wie oben bereits erwahnt wurde, aus Eichen-
waldboden auf der westlichen Hochebene der Tihanyer Halbinsel isoliert worden. Wir bezeich-
neten diese Streptomyces-Art mit T3. Auf Grund der folgenden Bestimmungsmerkmale ver-
suchten wir sie mit Hilfe des Bergey-Manuals und des Krassilnikowschen Werkes zu determi-
nieren, vermochten aber nur soviel festzustellen, dass sie den Streptomyces (Actinomyces)
globosus Krassilnikow nahesteht :

Synthetischer Glyzerin-Agar : (K2HP04 0,1% ; MgS04 0,05% ; KCI 0,05% ; FeS04
0,0001%; NaNO030,2%; Glyzerin 3%; Agar 1,5%; H2 dest. [32]. Braungefarbte kleine
Kolonien mit schwacher Sporenbildung, im Nahrboden geben sie eine braune Farbe ab.

Bouillon-Agar : Graubraune Kolonien, starke braune Farbenbildung im Nahrboden,
vereinzelt mit weissen Luftmyzelien bedeckt.

Asparagin-Agar : Glukose 1% ; Asparagin 0,05% ; K2HPO04 0,05% ; Fleischextrakt
0,5%; Leitungswasser [48]. Sich gut entwickelnde dunkelbraune Kolonien, die in den Nahr-
boden gelblichgriine Farbe abgeben.

Czapek-Agar : sich schwach entwickelnde winzige graue Kolonien, im Nahrboden matte
gelblichbraune Féarbung.

Riben-Agar : (Mohrriben-Dekokt, KH204 0,1% ; Glukose 0,5% ; Pepton 0,5% ;
Agar 2%) ; sich gut entwickelnde dunkelbraune Kolonien, mit grauen Luftmyzelien bedeckt,
im Nahrboden stark dunkelbraune Farbung.

Kartoffel-Block : Braune Kolonie, die im Nahrboden eine intensiv schwarze Farbe
abgibt ; die Kolonien sind stellenweise mit graulichweissen Luftmyzelien bedeckt.

Auf synthetischen Nahrboden bildet sie gewdhnlich je nach der chemischen Zusammen-
setzung des Nahrbodens einen wasserldslichen griinen, braunlichgelben und rotbraunen Farb-
stoff in flussiger Kultur [19].

Gelatine verflissigt sie nicht, im Nahrboden gibt sie eine braune Farbe ab. In Zellulose
findet keine Entwicklung statt, Starke wird abgebaut und Saccharose nicht invertiert.

Mikrokultur : Verzweigende vegetative Hyphen, zwischen denen eigenartige rosetten-
formige Bildungen zu sehen sind. Nach unseren Beobachtungen bilden einzelne Zweige dieser
rosettenformigen Bildungen verlangert die Sporentrager. Die Sporentrager sind gerade und
enthalten fast kugelférmige Sporen.

Antibiotische Eigenschaft : Wirkt nicht auf Gram-negative Bakterien, erzeugt jedoch
ein auf Gram-positive stark wirkendes Antibiotikum.

Ein besonderes Kennzeichen der Art ist ihre hochgradige Variabilitat. Die Variation
tritt, wie dies aus der beigefligten Aufnahme hervorgeht (Tafel 1/3), in morphologischen Merk-
malen in Erscheinung. lhre Luftmyzelienbildungen haben einzelne Linien der eingespannten
Art verloren ; die Menge der Antibiotikum-Produktion variierte ebenfalls stark.

Die umwandelnde Art, die wir aus dem Gebiet zwischen Donau und Tisza aus einem
natronhaltigen Boden isolierten, wurde mit der Bezeichnung Xj9 versehen und lasst sich nach
dem Bestimmungsschliissel von Krassilnikow in die Gruppe der Streptomyces (Actinomyces)
globisporus einreihen. Hier folgt ihre Beschreibung (den Nahrboden der einzelnen Proben siehe
bei T3);

Synthetischer Glyzerin-Agar : Weisse Kolonie mit starker Sporenbildung, gibt im Nahr-
boden violettblaue Farbe ab.

Bouillon-Agar : Graulich, mit weissen Luftmyzelien bedeckt. Im Nahrboden gelblich-
braune Farbenbildung.

Asparagin-Agar : sich schwach entwickelnde, mit weissen Luftmyzelien bedeckte Kolonie.

Czapek-Agar : sich schwach entwickelnder, weisser, mehliger Belag.

Riben-Agar : sich gut entwickelnde hellbraune, stark sporenbildende zusammenhangende
Kolonie ; gibt im Nahrboden mattbraune Farbe ab.
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Kartoffelblock : Weisse Kolonie mit starker Sporenbildung bildet am Block braunlich-
lila Farbe.

Auf synthetischem Nahrboden in Flissigkeitskultur schwache Entwicklung, Farbe wird
nicht synthetisiert.

Gelatine wird kraftig verflussigt, in den Nahrboden wird eine braune Farbe abgegeben.

Auf Zellulose schwache Entwicklung, Saccharose wird nicht invertiert, Starke wird hydro-
lysiert.

Y Mikrokultur : Verzweigende Myzelien. Gerade, lange Sporentrager mit runden Sporen,
die nach Pla-.riiateilung zustande kommen. Sehr gute Sporenbildung.

Antibiotische Eigenschaft : Erzeugt ein sowohl auf Gram-positive als auch auf Gram-nega-
tive Bakterien wirkendes Antibiotikum ; hat sich in seiner Antibiotikum-Produktion wéahrend
anderthalbja hriger Kultivierung im Laboratorium als konstant erwiesen.

Unter den Umwandlungsmethoden haben wir die folgenden benutzt : auf einem durch
Schitteln gelufteten, mit Leitungswasser bereiteten flissigen Fleischextrakt-Pepton-Glukose-
Nahrboden (48 p. 68) kultivierten wir die zur Gruppe Streptomyces globisporus gehérende Art
(die wir der Einfachheit halber im weiteren mit der Laboratoriumsbezeichnung Xj9 anfiihren)
durchschnittlich 5 Tage lang. Die Myzeliummasse reinigten wir vom Néhrboden durch einfaches
Filtrieren sowie durch Waschen mit destilliertem Wasser ; das Waschwasser Hessen wir von der
Oberflache absaugen, wonach wir das Gewicht der noch nassen Myzelien feststellten. Hiernach
wurden sie im Porzellanmorser mit Quarzsand verrieben und mit der fliinffachen Menge der auf
die Myzelienmasse berechneten 1 : 3-Verdiinnung des obigen Nahrbodens mit Leitungswasser in
einen Kolben eingewaschen. Hiernach Hessen wir die im Kolben befindliche Suspension 20 Minu-
ten schitteln und filtrierten sie sodann durch Seitzfilter EK. Da die Art Xj9 in diesem verriebe-
nen Zustand durch die Seitz-Filterplatte hindurchdringt und ihre Makrosiedlungen nach 24
Stunden bei Zimmertemperatur sichtbar werden, d. h. eine sehr rasche Regeneration stattfindet,
sind wir in der Weise vorgegangen, dass wir nach der ersten Filtrierung das Filtrat bei einer
Temperatur von 18° Cin den Thermostat stellten und es nach 72 Stunden erneut durch den
Seitz-Filter filtrierten. Bekanntlich filtriert die Seitz-Filterplatte EKnur Keime in einer Grosse
von mehr als 1 Mikron, woraus festgestellt werden kann, dass sich die infolge der Zerstérung
entstandenen Kdorper in einer Grosse von weniger als 1 Mikron bei unserer umwandelnden Art
leicht regenerieren. Das nach der zweiten Filtration gewonnene sterile Filtrat verbrachten wir
in Mengen von je 5 ml in sterile Reagensglaser und entnahmen aus diesen Sterilitatsproben,
die wir wahrend der ganzen Versuchszeit aufbewahrten und nachkontrollierten.

Experimenteller Teil

Die zur Umwandlung bestimmte, den Streptomyces globosus nahestehende
Art (die im weiteren einfach mit T3 bezeichnet wird) impften wir in den oben
beschriebenen sterilen flissigen Ndhrboden ein, und zwar mit voller Population.
Wir suchten demnach nicht von einer Einzellenkultur auszugehen. Nach
den Hinweisen von Kalina [24] impften wir das Filtrat des Xj9-Zellsaftes mit
den Sporen einer sehr alten, d. h. viermonatigen, auf Schragagar gehaltenen
T3-Kultur und inkubierten es im Thermostat bei 28° C. Die Kultur wurde
an jedem funften Tag zusammen mit 1 ml flussigem N&hrboden in den mit
dem sterilen Xj9-Zellsaftfiltrat bereiteten Ndhrboden weitergeimpft. Nach der
vierten Uberimpfung erhohten wir die Zellsaftmenge der Xj9-Art im Nahrbo-
den auf das Doppelte. Bei der sechsten Passage war es bereits offensichtlich,
dass sich die Art wesentlich verandert hatte, und die nach der siebenten Pas-
sage vorgenommene morphologische und physiologische Untersuchung der sich
verandert zeigenden Art fuhrte zu folgenden Ergebnissen (N&hrboden-An gaben
siehe bei T3):

Synthetischer Glyzerin-Agar : Weisser, griesartiger Belag, im N&hrboden
bildet sich helle, grinlichgelbe Farbe ; es besteht demnach auch ein Unter-
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schied gegeniiber den Arten Xj9 und T3. In der Kclcnieform ist mehr Ahnlich-
keit mit Xj9.

Bouillon-Agar : Ein wenig grin gefarbte, sich gut entwickelnde Kolonie.
Im N&hrboden wird mattbraunes Pigment abgegeben ; steht ndher zu Xj9.

Asparagin-Agar : Einheitliche, belagartige, winzige gelbliche Kolonien.
Unterscheidet sich scharf von T3, &hnelt in der Kclonieform Xj9, weicht aber
in der Farbe und Sporenbildungsfédhigkeit auch hiervon ab.

Czapek-Agar : Xj9 &hnlicher weisser mehliger Belag.

Riben-Agar : Grinlichgelber einheitlicher Belag mit schwacher Sporen-
bildung. Gibt im N&hrboden hellgelbe Farbe ab, unterscheidet sich von den
Arten Xj9 und T3.

Kartoffel-Block : Gelbe Kolonie mit schwacher Sporenbildung, die sich
sowohl von der Xj9- als auch der T3-Kultur scharf unterscheidet.

Synthetischer N&hrboden : Synthetisiert keine Farbe in der Flussigkeits.
kultur und stimmt darin mit der Art Xj9 Uberein. Gelatine verflussigt sie ebenso
wie Xj9, im Gegensatz zu T3 ; bildet keine braune Farbe und unterscheidet
sich darin von beiden. Starke wird hydrolysiert.

Zum Vergleich der Makrosiedlungen bringen wir die aus Tafel | ersicht-
lichen Aufnahmen, welche auf Waksmanschem Fleischextrakt-Pepton-Glukose-
N&ahrboden kultivierte Makrokolonien darstellt. Abb. 1[1] zeigt die sehr
charakteristische Makrckclcnie von Xj9, eine sich in der Mitte scharf hervor-
hebende und dann von hieraus nach dem Rande zu in zirkuldrer Struktur ver-
flachende rundrandige Siedlung, in der kréaftige Luftmyzelienbildung von heller
Sandfarbe beobachtet werden kann. Ein Charakteristikum ist ferner, dass
zwischen den ausgebildeten Makrokolonien morphologische Unterschiede
nicht zu finden sind. Auf der Aufnahme Nr. 2 der I. Tafel ist das haufigere Sied-
lungsbild von T3 zu sehen. Hier handelt es sich um in charakteristischer Weise
radial eingekerbte Kolonien mit schwach zackigem Rand. Die Kolonienfarbe
ist hier weiss, kann aber ebenso auf diesem N&hrboden in anderen Fallen grau
bzw. dunkelbraun sein. Aufnahme Nr. 3 zeigt zur Demonstrierung der Variabili-
tat die dunkelbraunen und weissen Kclcnien von T3. Aufnahme Nr. 4 stellt
den umgewandelten Stamm T3 nach der siebenten Passage dar. Es ist zu erken-
nen, dass die einzelnen Kolonien — obwohl ihr Ausmass darauf hindeutet,
dass sie gleich lange bestehen — Luftmyzelien doch nicht in der selben Weise
bilden. Es féllt ndmlich auf, dass die Luftmyzelienbildung bei den einzelnen
Makrokolonien von den Ré&ndern aus nach innen zu in verschiedenem Ausmass
erfolgt. Nach einer gewissen Zeit bilden sich die Luftmyzelien auf der Ober-
flache jeder einzelnen Kolonie. Die einzelnen, zu verschiedener Zeit sporenbil-
denden Kclcnien haben wir jede fur sich untersucht und festgestellt, dass ihre
oben beschriebenen Eigenschaften im wesentlichen identisch sind, lediglich
im Grad der Sporenbildung und in der violetten Farbbildung auf dem syntheti-
schen Glyzerin-N&dhrboden besteht eine geringe Variabilitat.
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Auf Tafel Il zeigen wir das mikroskopische Bild der umzuwandelnden
sowie der umwandelnden Art und des umgewandelten Stammes in der mit der
Fortner-Agar-Blockmethode bereiteten Kultur. Die Abb. I/a und 1/b zeigen
die Luftmyzelien von T3. Die Bildung der Luftmyzelien kommt in charakteri-
stischer Weise damit in Gang, dass Luftmyzelien herauswachsen, welche nicht
dicker sind als die Substratmyzelien ; dies ist aus Abb. 1/b gut ersichtlich. Den
néchsten Abschnitt der Entwicklung zeigt der auf Abb. I/a aus dieser Rosetten-
form herauswachsende 1 Mikron dicke gerade Sporentrager. Auf der Mikro-
aufnahme Nr. 2 sehen wir scharf einen geradestehenden Sporentrdger mit
Sporen der umwandelnden Art Xj9. In der oberen Ecke des Bildes kénnen
wir auch zwei herausgefallene alleinstehende runde Sporen beobachten. Der
Sporentréager hat einen Durchmesser von 1 Mikron, wahrend die weniger scharf
sichtbaren Substratmyzelien einen solchen von 0,5 Mikron aufweisen. Abb. 3
zeigt das Bild der umgewandelten T3 nach der siebenten Passage. Das in der
unteren rechten Ecke'des Bildes sichtbare Luftmyzelium stimmt mit dem Lutfmy-
zelium des auf Abb. 2 sichtbaren Xj9 fast Uberein. Wenn wir jedoch dessen Fort.
Setzung nach der Mitte des Bildes hin verfolgen, wenn wir weiterhin die beiden
anderen gut sichtbaren Luftmyzelien ebenfalls anschauen, kénnen wir feststellen5
dass die sich im Luftmyzelium bildenden einzelnen Sporentréger nicht von
gleichem Ausmass sind, sondern sich darunter auch solche befinden, welche
fast anderthalbmal so gross oder noch grdsser sind als die Sporen von Xj9
(durchschnittlich 1,5 Mikron), wdhrend wir dazwischen auch ganz kleine Sporen
sehen, die ein Mass von 0,5 Mikron aufweisen. Sehr charakteristisch fiir einzelne
Luftmyzelien ist, dass diese bereits keine Rosetten bilden, ja in einzelnen auch
Sporen von unregelmdssiger Form beobachtet werden kdnnen.

Unter den in der physiologischen Funktion eintretenden Verdnderungen
ist am beachtenswertesten, dass wahrend T3 auf dem synthetischen N&hrboden
den flissigen N&hrboden in der in der Charakteristik angefihrten Weise mit sehr
intensiver Farbenbildung farbt, der umgewandelte Stamm die in das Substrat
diffundierende Farbenbildung vollkommen verliert, sich aber auch mit der
Umwandlung die brédunliche Farbe der Kolonie verédndert und das Substratmy-
zelium stattdessen gelb wird, das Luftmyzelium dagegen weiss, weisser als das
Luftmyzelium von Xj9.

Das Ergebnis einer wesentlichen Verdnderung in seinem Enzymsystem ist
die Tatsache, dass T3 zur Proteolyse unféhig ist, wahrend der umgewandelte
Stamm die Féhigkeit zur Proteolyse im gleichen Masse besitzt wie die umwan-
delnde Xj9.

Die Antibiotikumproduktion ist sowohl fur Xj9 als auch fur T3 charak-
teristisch. Xj9 wirkt in gleicher Weise auf Gram-positive und Gram-negative
Bakterien, vermag jedoch das Antibiotikum nur in Gegenwart von Eiweiss
oder Eiweissderivaten zu produzieren. Fir T3 ist charakteristisch, dass es sein
nur auf Gram-positive Bakterien wirkendes Antibiotikum auf synthetischem
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TABELLE |
Ergebnis einer Fermentation von T3, Xj9 und einer nach 7 Passagen umgestalteten Art

Auf Waksmanschem Nahrboden Auf synthetischem Ammonium-
phosphat-N&hrboden

Radius der Hemmungszonen in mm auf Radius der Hemmungszonen in mm auf
B. subtilis 1 E. coli B. subtilis E. coli

24 Stunden 3, 2-3 0,0 4-5, 3-4 0,0
T3 48 « 0,0 0,0 3,4, 4—5 0,0
72 « 0,0 0,0 kaum, 5—7 0,0
96 « 0,0 0,0 0, 3—4 0,0
24 « 7, 7 2, 2 0,0 0,0
48 « 7, 7 2, 2-3 kaum, kaum 0,0
Xj9 72 « 8-6, 6 2,5-4, 3-3,5 kaum, 0 0,0
96 « 7, 75 2, 3 1-2, 1-2 0, 0
Nach 7 24 Stunden 8-9, 7-8 2, 2 kaum, 0 0, 0
Passagen 48 « 7,7 23, 2-3 0, 0 0, 0
gewonnene 72 « 6—6,5, 6—8 3—4, 2-3,5 0,0 0, 0
Art 96 « 7-7, 5 7 3, 2 0,0 0, 0

Nahrboden erzeugt und die Produktion durch Zugabe von Aminosauren (Gly-
kokoll, Tyrosin, Tryptophan) erhéht werden kann. In der Antibiotikumproduk-
tion des umgewandelten Stammes istim Vergleich zur Ausgangsart eine wesent-
liche Verdnderung eingetreten. Der wesentlichste Teil der Verédnderung besteht
darin, dass wahrend es vorher nicht gelungen ist, einen unter Fermentations-
verhédltnissen auf Gram-negative Bakterien wirkenden Stoff festzustellen, der
umgewandelte Stamm auch ein auf Gram-negative wirkendes Antibiotikum
synthetisiert, wie dies aus Tabelle | im einzelnen hervorgeht. Dieser Tabelle
ist zu entnehmen, dass er auf die beiden Testbakterien, d. h. B. subtilis und
E. coli, auf dem Waksmanschen Fleischextrakt-Pepton-Glukose-N&hrboden in
geschuttelter Kultur fermentiert, eine Wirkung von gleichem Ausmass ausibt
wie unter denselben Umstadnden die umwandelnde Art Xj9 ; doch weicht er
auch, wie wir sehen, quantitativ und qualitativ von der Wirkung des Antibioti-
kums der Ausgangsart T3 ab. Bei der Untersuchung der Ergebnisse der auf
synthetischem N&hrboden durchgefihrtenl Fermentationen koénnen wir fest-
stellen, dass auch hier eine sehr grosse Abweichung vorliegt, und zwar insofern”
als die umgewandelte T3 weder ein auf B. subtilis noch auf E. coli wirkendes
Antibiotikum erzeugt ; in &hnlicher Weise verhélt sich auch Xj9, jedoch mit dem
Unterschied, dass diese am Ende der Fermentation nur auf B. subtilis eine mini-
male Hemmungszone von 1—2 mm aufweist. Da Xj9 — wie sich gut nachweisen
lasst — gut autolysiert, ist zu folgern, dass es dieses am Ende der Fermentation
erscheinende minimale Antibiotikum aus dem im autolysierten Myzelium freige-
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wordenen Eiweiss bzw. aus den Eiweissderivaten synthetisiert, wéhrend die
Ausgangsart T3 im Gegensatz zu den vorhergehenden auf synthetischem Nahr-
boden auf B. subtilis Antibiotikum gut produziert, auf E. coli jedoch wirkungs-
los ist.

Wir untersuchten auch den Antagonismus zwischen der Ausgangsart, der
umwandelnden Art und dem umgewandelten Stamm, der in Tabelle Il veran-
schaulicht wird. Die Untersuchung fiuhrten wir mit dem Zuchtungsfiltrat ge-
schuttelter Kulturen nach der fur biologische Wertmessungen allgemein gebrauch-
lichen Agar-Diffusionsmethode durch. Hier nahmen wir nur zum Vergleich bei
der Bewertung an, dass -j- schwache und -j- -j- starke Hemmung bedeutet. Aus
der Tabelle ist gut zu entnehmen, dass T3, d. h. die Ausgangsart, die umwan-
delnde Art, d. h. Xj9, stark hemmt, wahrend die umwandelnde Art Xj9 die T3

TABELLE I

Antagonismus zwischen den untersuchten Arten

: T3 nach der T3 nach der
T3 X1 7. Passage 12. Passage

als Antagonisten verwendet

Ha 0 -f 0 ++
ng o+ 0 0 0
T3 nach der 7. Passage s+ 0 0 0
T3 nach der 12. Passage ++ 0 0 0
+ -J = Hemmung
-f- = schwache Hemmung

nur schwach hemmt. Der umgewandelte (nach 7 Passagen zustande gekommene)
Stamm wird von der Ausgangsart, d. h. T3, stark, jedoch von Xj9 nicht gehemmt.
Der umgewandelte (nach 7 Passagen zustande gekommene) Stamm hemmt
weder die Ausgangs- noch die umwandelnde Art.

Zum Vergleich der antibiotischen Wirkstoffe obiger Arten nahmen wir
papierchromatographische Untersuchungen vor. Aus den Zichtungsfdtraten
geschittelter Kulturen applizierten wir mit der Platindse nach zwischendurch
erfolgter Trocknung die gleiche Menge auf Filterpapier. (Das Filterpapier war
von nicht ndher bekannter Qualitat, jedoch fir den Zweck geeignet.) Nach
Trocknung und Ausgleich mit Ld&sungsmittelddmpfen fahrten wir die aufstei-
gende Chromatographie durch. Als Lésungsmittel benutzten wir mit Wasser
geséattigtes n-Butanol + 2%ige Ld&sung von p-Toluolsulfosdure [37]. Entfer-
nung : 25—30 cm. Die getrockneten Streifen legten wir auf mit B. subtilis infi-
zierte Agarplatten und inkubierten sie bei 37° C 12—16 Stunden. Wir erhielten
folgende Ergebnisse : auf dem Chromatogramm von Xj9 sind 3 Hemmungs-
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zonen zu sehen, eine unmittelbar Gber der Stelle des Auftropfelns (kleiner Rf-
Wert, sich langsam bewegendes Antibiotikum), die zweite ist eine sich rascher
bewegende Komponente (hoherer Rf-Wert) in einem sich lang hinziehenden Fleck,
wéhrend sich die dritte von der Auftropfstelle noch weiter entfernt befindet.
Eine der ersten und zweiten entsprechende Zone ist auch auf dem Chromato-
gramm des umgewandelten Stammes zu sehen, doch fehlt hier die dritte Kom-
ponente. Im Chromatogramm von T3 ist nur eine sehr schwache Hemmungszone
sichtbar, welche derjenigen entspricht, die sich bei dem Chromatogramm von
Xj9 in der Mitte befindet.

Zur Feststellung des Unterschiedes zwischen der Ausgangsart und den
umwandelnden Arten sowie zur Bewertung der entstandenen Stamme fuhrten
wir unter Vergleich der Aminosdurenzusammensetzung der Kdérpereiweisse eine
orientierende papierchromatographische Untersuchung durch. Wir stellten fest,
dass T3 auch Aminosauren enthdalt, Uber die Xj9 nicht verfigt, und umgekehrt-
dass sich auch im Kérper von Xj9 Aminosaure-Komponenten befinden, die in
T3 fehlen, wahrend bei der umgewandelten Art die Aminosdure-Komponenten
beider «Eltern» vorhanden sind.

Weitere Behandlung des umgewandelten Stammes mit dem Zellsaftfiltrat von Xj9

Den nach der siebenten Passage untersuchten Stamm setzten wir weiteren
5 Passagen aus. Diese Versuche nahmen wir mit genau der gleichen Menge Xj9-
Zellsaftfiltrat vor, mit welcher wir nach der vierten Passage gearbeitet hatten.
Das Verfahren war dasselbe wie vorher, d. h. wir Ubertrugen die bei 28° C im
Thermostat gehaltene Kultur jeden fiinften Tag. Bei der Untersuchung des
Stammes nach der funften Passage, d. h. insgesamt nach der zwdlften Passage,
liess sich feststellen, dass die Umwandlung noch vollkommener geworden war.
In den physiologischen Proben stimmte der Stamm mit Xj9 vollkommen Uber-
ein, wobei er auch die charakteristische violette Farbenbildung des Xj9 auf dem
Lindenbeinsehen glyzerinhaltigen synthetischen Agar-N&dhrboden — wenn
auch in geringerer Intensitdt — Ubernommen hatte. Morphologisch fanden wir
einen Unterschied im Grad der Sporenbildung sowie darin, dass die Konsistenz
der Sporen beim HinlUberschieben mit der Platindse sich von Xj9 in feststell-
barer Weise wesentlich unterscheidet. Wahrend ndmlich die Sporen von Xj9
mit der Platinése von der Oberflache des Schrédgagars sehr leicht in grosser
Menge abgenommen werden kénnen, lassen sich die Sporen im Stamm nach der
zwolften Passage schwerer abkratzen und sind von zusammenhaftender Konsi-
stenz. Dieser Unterschied ist auf dem Waksmanschen Fleischextrakt-Pepton-
Glukose-Nahrboden deutlich wahrnehmbar. Auf demselben N&hrboden sind
die Luftmyzelien im Stamm nach der 12. Passage schneeweiss, die des
Xj9-Stammes dagegen sandfarben.
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Das Bild der Makrosiedlungen stimmt mit der auf der Tafel 1/1 sichtbaren
Aufnahme von Xj9 vollkommen uberein, wadhrend auf dem Bild der Mikro-
kolonie (Tafel 11/4), obwohl sich darin ebenfalls gerade verlaufende Sporentréger
befinden und dieses Bild nicht mehr solche Verzweigungen und Ungleichmas-
sigkeiten zeigt wie der Stamm nach der siebenten Passage, die Sporentréager
nicht vollig den Sporentragern von Xj9 gleichen, weil die einzelnen Sporen im
allgemeinen runder und um ein halbes Mikron grdésser sind als die des Xj9.
Menge und Wirkungsspektrum der Antibiotikum-Produktion stimmen mit denen
von Xj9 uberein.

Nach dem Gesagten sind wir — gleichfalls in Gegenuberstellung zu Xj9,
T3 und zu dem nach den 7 Passagen gewonnenen umgewandelten Stamm — zu
den auf Tabelle IV angefiihrten Ergebnissen gelangt. Aus der Tabelle geht hervor,
dass der Stamm nach der 12. Passage vom Stamm nach der 7. Passage in der
Hinsicht stark abweicht, dass er die Ausgangsart (T3) hemmt und diese Hem-
mung kréaftiger ist als die Wirkung, welche Xj9 auf T3 ausibt.

Wiederholung der Versuche

Den Versuch haben wir zu verschiedener Zeit unter Einstellung mehrerer
Parallelen finfmal wiederholt. Einer dieser Versuche ergab genau das gleiche
Ergebnis wie der erste Versuch. In einem anderen verdnderte sich nach der
zehnten Passage die Farbe der Siedlung, und jedes Glied der Population bildete
gleichmadssig weisse Kolonien. In geringem Ausmass wurde auch ein auf Gram-
negative Bakterien wirkender antibiotischer Stoff erzeugt. Charakteristisch
war ferner, dass in der Umgebung kein dunkelbraunes Pigment diffundierte.
Bei den Ubrigen Wiederholungen konnten die angefuhrten Verdnderungen nur
gesondert beobachtet werden.

Unserer Ansicht nach ist zur voélligen Umwandlung offenbar einerseits
eine Original-Seitz-Filtereinlage erforderlich, anderseits muss der zuerst filtrierte
Koérpersaft, in dem sich die Art aus den durch den Filter gedrungenen Zellteilen
regeneriert und wahrscheinlich den nicht regenerierten Teil des Filtrats in ver-
schiedenem Ausmass abbaut, mindestens drei Tage lang bei Zimmertemperatur
(18°C) gehalten werden. Diesem Umstand ist zuzuschreiben, dass die Wieder-
holungen kein einheitliches Bild aufweisen, weil nach dem Gesagten je nach dem
Abbau jeweils eine andere Wirkung eintritt.

Reziproke Versuche

Um festzustellen, in welchem Masse die erworbenen Eigenschaften des nach
der siebenten Passage umgewandelten Stammes stabil sind, gingen wir auf
zweierlei Weise vor : das eine Verfahren bestand darin, dass wir den nach der
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siebenten Passage gewonnenen Stamm ein halbes Jahr hindurch mit hé&ufiger
Uberimpfurg behandelten ; als wir ihn hiernach untersuchten, gelangten wir
zu dem Ergebnis, dass seine Sporenbildungsfahigkeit abgenommen hatte, die
tibrigen morphologischen und physiologischen Eigenschaften jedoch erhalten
geblieben waren. Wir nahmen an, dass wir die Stabilitdt oder Labilitat des
umgewandelten Stammes am besten dadurch feststellen kénnen, dass wir ihn
im Zellsaftfiltrat der Myzelien der Ausgangsart T3, das dhnlich hergestellt wird
wie das Zellsaftfiltrat von Xj9, kultivieren, d. h. versuchen,ihn in seinen urspring-
lichen Zustand zuruckzuverwandeln. Den Versuch fuhrten wir in ganz &hnlicher
Weise durch wie die bereits beschriebene Methode, und nach sieben Passagen
untersuchten wir den Stamm. Es konnte festgestellt werden, dass er sich in
keiner Weise zuriickverwandelt hatte, lediglich in der Sporenbildungsféahigkeit
sahen wir eine geringe Abnahme.

Es schien notwendig, auch die Art Xj9 mit dem Zellsaftfiltrat von T3
durch funftagliche Uberimpfung der vegetativen Hybridisationswirkung aus-
zusetzen. Auch diesen Versuch fuhrten wir in 7 Passagen durch und stellten sodann
nach der morphologischen und physiologischen Untersuchung fest, dass diese
Behandlung auf Xj9 ohne jede Wirkung war. Xj9 ist also widerstandsféahiger
und konservativer als T3.

Besprechung der Ergebnisse

In unseren Versuchen ist als sehr wesentlich zu betrachten, dass sich die
variable Art T3 zu einer Art entwickelt hat, welche auch Uber die flir uns wert-
volleren Eigenschaften der umwandelnden Art Xj9 verflugt (gute Sporenbil-
dungsfahigkeit, starke proteolytische Tatigkeit, Erzeugung eines auf Gram-
negative Bakterien wirkenden Antibiotikums) und gleichzeitig z. B. die fur
uns sehr unglnstige starke Farbenbildung verloren hat. Letzteres ist weiterge-
hend auch deshalb von Bedeutung, weil dieses Merkmal eine sehr stabil erschei-
nende Eigenschaft der Art T3 war.

Durch morphologische und physiologische Untersuchungen konnten wir
feststellen, dass der nach der siebenten Passage gewonnene Stamm der um-
wandelnden Art Xj9 ndhersteht als der Ausgangsart T3 ; sein intermediédrer
Charakter zeigt sich jedoch im folgenden : er enthéalt Uberbleibsel der fiur
T3 kennzeichnenden Rosettenform, und die Grdsse der in einem Sporentrager
befindlichen Sporen ist véllig heterogen ; sein Zuchtungsfiltrat wirkt weder
auf Xj9 noch auf T3 hemmend ; nach der papierchromatographischen Unter-
suchung hat er von Xj9 das eine Antibiotikum Gbernommen, das andere jedoch
nicht ; diein T3 und in Xj9 anwesenden Aminosduren sind auch im umgestalte-
ten Stamm gemeinsam vorhanden, obwohl in der Aminosdurenzusammensetzung
von T3 und Xj9 sonst Abweichungen bestehen.
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Der intermedidre Charakter in dieser gut abgrenzbaren Weise hdrt jedoch
dann auf, wenn wir den Stamm der transformierenden Wirkung weiterer Passa-
gen aussetzen. In diesem Fall ndhert sich der sich umwandelnde Stamm fast
ganz der umgestaltenden Art. In seinen Eigenschaften nimmt er einen Charak-
ter an, als ob er eine Variante von Xj9 ware, wenn auch z. B. seine Aminosauren-
zusammensetzung weiterhin gemischt verbleibt. Ahnlichen Ergebnissen begegnen
wir auch bei Versuchen mit Parastdmmen [24].

Es bedeutet fir uns ein wesentliches Ergebnis, dass sich die Hybridisa-
tionsmethode dazu eignet, intermedidre Formen zustande zu bringen ; so stellt
gerade die Ubergabe der antibiotischen Eigenschaft in unserem Versuch ein
Resultat dar, das uns weitere Mdglichkeiten garantiert. Die Tatsache, dass Xj9
eines seiner Antibiotika dem umgewandelten Intermedidrstamm Ubergab,
ermdglicht auch seine Verwendung in der Praxis, da die Gewinnung eines ein-
zelnen Antibiotikums bei den Antibiotika erzeugenden Stdmmen ein sehr wich-
tiges Problem darstellt.

Es ergibt sich die Frage, ob die intermedidre Form als selbstdndige Art
betrachtet werden kann. Vergleichen wir sie mit dem morphologischen und
physiologischen Charakter der Ausgangsart und der umgestaltenden Art, so
mussen wir festsellen, dass sie sich von beiden entschieden absondert.

Krassilnikow, Korenjako, Nikitina und Skriabin [3] unterschieden drei
Gruppen von Streptomyces (Actinomyces) albus (Gruppe A, B, V) auf Grund
des Prinzips, dass diese einander gegenseitig hemmen und das Glied der einen
Gruppe zur Erzeugung des Antibiotikums eiweissreichen N&hrboden, die andere
dagegen eiweissarmen N&hrboden beansprucht ; aber auch hinsichtlich der
Kohlen quelle bestehen jeweils andere Anspriche bei der Produktion des Anti-
biotikums. Von diesem Gesichtspunkt aus lassen sich die in unserem Versuch
vorkommenden Arten T3 und Xj9 gut voneinander abgrenzen. Unser nach der
siebenten Passage gewonnener Stamm ist auch auf Grund dieses Prinzips von
T3 gut zu unterscheiden, von Xj9 jedoch nicht (Tabelle 11). Trotzdem I&sst
er sich nicht mit Xj9 als identisch qualifizieren, da sehr grosse morphologische
und physiologische Differenzen bestehen. Wenn auch das Antibitiokum unserer
nach der siebenten Passage gewonnenen Art einem der Antibiotika der Xj9-
Art entspricht, kennen wir doch auch solche von Streptomyces erzeugte Anti-
biotika (z. B. das Actinomycin), welche von verschiedenen, voneinander gut
abzugrenzenden Arten synthetisiert werden [26, 46, 47, 49]. Wir glauben daher,
dass wir die intermedidre Form als eine gut abgetrennte Art auffassen kénnen.
Auch die Vererblichkeit der erworbenen Eigenschaften dieser Art ist als Beweis
fur die Selbstdndigkeit der Art zu betrachten.

Wir halten es fur ein bedeutsames Ergebnis, dass wéahrend sich nach der
Mutationslehre selbst auf die Wirkung der mutagenen Agenzien ein Teil der
behandelten Zellen nur zu einem ganz minimalen Promille verédndert, demgegen"
tiber bei unserem Versuch in wesentlichem Widerspruch zum Morganismus die
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Tafel 1

1. Makrokolonie von Xj9 auf Waksmanschcm Fleischextrakt-Pepton-Dextrose-Agar.
Grosse : um 1/4 grosser als das Original

2. Makrokolonie von T3. Nahrboden wie unter 1. Grosse : das Zweifache des Originals

3.  Makrokolonien von T3 mit weissen und schwarzen Varianten.
Grosse : das Zweifache de3 Originals

4. Die umgestaltete T3-Art nach der 7. Passage. Grosse : um 1/3 grosser als das Original

3 Acta Micrcbiclogica 11/1—2.
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Tafel 11

1/a. Lufthyphe von T3, aus den rosettenformigen Myzelien herauswachsend. Aufnahme vom
Fortner-Agarblock im lebenden Zustand, 2000fache Vergrosserung.

1/6. Rosettenformige Hyphenansammlungen von T3. Mikroaufnahme (Daten wie bei 1/a.)*
2. Xj9-Sporentrager mit Sporen und Substrat-Myzelien. Sonst wie 1/a.
3. Umgestaltete Sporentrager von T3 nach der 7. Passage. Sonst wie I|-'a
4. Umgestaltete Sporentrager von T3 nach der 12. Passage. Sonst wie 1/a
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Veréanderung der ganzen Population eintrat. Selbst Kalina schrieb im Zusammen-
hang mit den Parastammen, dass diese rechtzeitig isoliert werden mussen, da die
nicht umgewandelten Stdmme — als Antagonisten der umgewandelten — jene
toten, d. h. also dass die Umgestaltung auch bei den Parastimmen nicht in der
ganzen Population erfolgte [23]. Wie wir sehen, besteht dieser Antagonismus
auch in unserem Fall (T3 hemmt stark die umgewandelten Arten, s. Tabelle 11).
Wenn demnach die Umwandlung nicht mit der ganzen Population erfolgt
wére, hatten wir einen Erfolg gegebenenfalls nur durch Selektion erreichen kén-
nen. Wie jedoch bereits erwédhnt wurde, haben wir keine Selektion angewandt.

Schliesslich mussen wir feststellen, dass es nicht mdéglich war, durch die
angewandte Methode der vegetativen Hybridisation T3 aufzubessern (was
wir uns als Ziel gesetzt hatten), sondern dass statt dessen eine neue Art zustande
kam.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Mit dem steril filtrierten Saft der mit Quarzsand verriebenen Myzelien einer in ihrer
Vererblichkeit stark konservativen Streptomyces-Art wurde auf eine in der Vererblichkeit
labile Art eingewirkt. Beide Arten sind fahig, ein Antibiotikum zu synthetisieren.

2. Nach siebenmaliger Weiterimpfung hat sich die Art sowohl morphologisch als auch
physiologisch verandert.

a) Morphologisch : die Form der Makrokolonie veranderte sich aus einer strahlen-
férmig segmentierten eine glatte Oberflaiche und aus braun in weiss ; die Form der Mikro-
kolonie weist auch innerhalb eines einzigen Luftmyzeliums die Mischung der Ausgai gsart
und der umgewandelten Art auf.

b) Physiologisch : am wesentlichsten sind der Ausbau des proteolytischen Enzymsy-
stems, die Fahigkeit zur Synthetisierung eines neuen Antibiotikums, welches mit einem der
antibiotischen Wirkstoffe der umgestaltenden Art ibereinstimmt, der Verlust der diffundieren-
den Farbenbildung im Nahrboden.

¢) Die umgestaltete Art hat wahrend halbjahriger Kultivierung die erworbenen Eigen-
schaften bewahrt.
behal d) Die umgewandelte Art hat ihren Charakter auch gegeniiber Riickgestaltungsversuchen

ehalten.

3. Nagh 12 Passagen nahert sich der umgestaltete Stamm ganz dem morphologischen
und physiologischen Charakter der umgestaltenden Art.

4. Die Umgestaltung trat in der ganzen Population ein.

5. Auf Grund von reziproken Hybridisationsversuchen ist festzustellen, dass sich die
unter Punkt 1 charakterisierte Methode zur Umgestaltung einer in ihrer Vererblichkeit konser-
vativen Art nicht eignet.
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BEFTETATUBHbLIE TUWBPUANSALVMOHHBIE 3KCMNEPMMEHTbI HA BUWAAX
STREPTOMYCES

A. XopsaT, M. MapToH 1 . OpocnaH

Pestome

CTepu/bHbIM (IUbTPATOM, MOMYYeHHbIM MYTEM pacTMpaHusl KBapLeBbIM NMECKOM MULEeNust
0[HOTr0 KOHCEPBaTMBHOIO B OTHOLUEHUWM HAc/efCTBEHHOW cnocoGHocTM Buaa Streptomyces
(6nmnskoro Kk Buay Streptomyces globosus KpacunbHMKOB), aBTOpbl BO3AECTBOBa/IM Ha ApY-
roin Bug, NpuHagnexatimii K rpynne Streptomyces globisporus. CyliHoCTb feiCTBUS cocTosi1a
B TOM, YTO npeobpasyeMblii BUf CyLLecTBOBa/ Ha (unbTpaTe npeobpasytowlero Buga. Oba Buga
ABNAOTCA TUNUYHBIMA MPOU3BOAUTENSIMU  aHTUOMOTUKOB. [lpeobpasylowmini Bug o06pasyet
aHTUOMOTUKMN, [eliCTBYIOLLME KaK Ha rpamMmnofiokuTeNbHble, TaK M Ha rpamMoTpuuaTtesbHble
6akTepuu, a Npeobpasyemblii BUJ 0Ka3bIBaeT AeliCTBME TOMbKO Ha rPaMnonoxuTesnbHble. Kaxable
5 [Hel genanucb MepeceBbl NpPeo6pa3yemMoro Buaa Ha Cpedy U3 CTepUSIbHOTO (uabTpaTa MuLie-
NNA, BCNEACTBME 4Yero npeobpasyemblii BUA (B fasibHeliwem T3 B pasMYHON CTemneHW M3Me-
Huncs. B pesynbTaTe OAHUX OMbITOB WM3MEHW/ICS TOMbKO LIBET KOJIOHWW U B Masloii CTeneHu
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CMeKTP felicTBKA. B npouecce Apyrux onbIToB HabMwAanmcb peskme nsMeHeHust U T3 npucBomn
MHOrve MOposIorMyeckme M (hU3MONOrMYeckne CBOWCTBA [eliCTBYIOLLEro Buaa. PesynbTaTbl
3TOr0 BTOPOr0 OMbITa BbISBAAMNCE B HUKECNEAYIOLLEM :

a) Mop(Oo/IOrMyecKm : NMoBePXHOCTb MaKPOKOJIOHUW CTana rnagkoi 1 LBeT ee M3MeHUICA
13 KOPWUYHEBOT0 B Gefblii. B hopme MaKpOKOMOHWUU BbISIBASETCA CMELLUAHHOCTb WUCXO4HOT0 U1
npeo6pasytoLLlero BUAOB AaxKe B KaXKAOM BO3JYLLIHOM MULENNN.

6) hmamonornyecku Haumbonee 3HaUUTeNbHbI @ Pa3sBUTWE CUCTEMbI MPOTEO/IUTUYECKOIO
3H3MMa, CUHTETU3MpPYHOLLAs CNOCOGHOCTb HOBOrO aHTUMOMOTWMKA, CXOfHAas C OAHUM U3 aHTUGMO-
TUYECKNX areHTOB Mpeobpasytollero Buga ; noTepeli cnocobHocTM o6bpasoBaHUS AN GYHAN-
pylowmnx B nuTaTenbHOW cpefe Kpacok.

B) MpeoGpa3oBaHHbIA BUA COXPaHW NPUOBPETEHHbIE B TEYEHME MOYrofoBoro KynbTu-
BMPOBaHUsSI CBOMCTBA.

r) npeobpa3oBaHHbIi BUJ COXPaHW/ CBOK XapaKTepHOCTb TakKXe U Npu BO3AelicTBUM
onbITOB 06paTHON TpaHchopMaunn.






WIRKUNG VON SCHWERMETALLEN AUF ATMUNG
UND REDOXPOTENTIAL VON STREPTOMYCES
GRISEUS-KULTUREN

Von
A. KRAMLI, E. F. PETTKO und P. KISS

Medizinisch-Chemisches Institut der Universitat Szeged

(Eingegangen am 14. November 1953)

Es ist bekannt, dass Wachstum und Streptomycinproduktion von Strep-
tomyces griseus-Kulturen ausser mit dem optimalen N&hrboden auch mit der
Sauerstoffversorgung eng Zusammenhdngen [1]. Haley und Mitarbeiter [2]
haben auch untersucht, welche Spurenelemente fir die Lebenserhaltung und
das Wachstum der Zellen erforderlich sind. Rake und Donovick [3] stellten bei
Untersuchung der N&hrbodenanSpriche des Streptomyces griseus-Stammes
fest, dass in Ermangelung entsprechender Metalle die gute Streptomycinproduk-
tion ausbleibt. Anderson und Thornberry [4] haben auf die wichtige Rolle der
Magnesium-, Zink-, Eisen- und Kaliumionen bei der Streptomycinherstellung
hin gewiesen und festgestellt, dass diese Stoffe zwar fir das Wachstum der Zellen
nicht unbedingt notwendig sind, dass sie aber die Streptomycinproduktion sti-
mulieren. Sie w'iesen ferner nach, dass Calcium weder fiir das Wachstum
noch fur die Produktion bendétigt wird. Nach den Versuchen von Chester und
Robindson [5] stellen Zink und Kupfer essentielle Stoffe fir Wachstum und Pro-
duktion dar; das gleiche gilt auch vom Eisen, von dem aber das Funffache der
beiden ersteren bendtigt wird.

Nach neueren Untersuchungen [6] ist das Einsetzen der Streptomycin-
produktion ein Prozess, der an einen gut definierten Redoxzustand der Kultur
gebunden ist, wahrend andererseits der Metabolismus der Zelle mit dem an sie
gekoppelten Redoxsystem beeinflussbar ist [7].

Die bei der Streptomycinproduktion in Eisen- und saurefesten Stahlfer-
mentoren beobachteten Schwankungen lassen ebenfalls darauf schliessen, dass
auch die aus der Fermentoreinrichturg herausgelésten, wenn auch nur in Spuren
vorkommenden Stoffe, als das Redoxpotential (RP) der Kultur beeinflussende
Faktoren, auch die Atmung der Zelle und die Streptomycinproduktion beein-
flussen.

Ziel unserer Untersuchungen war daher, festzustellen, wie die Atmung von
Streptomyces griseus-Kulturen infolge Beeinflussung des Redoxpotentials durch
die aus den Eisenfermentoren herausgeldésten Schwermetalle verdndert wird,
und die dabei gemachten Erfahrungen bei der Streptomycinproduktion zu ver-
werten.
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Da unsere friheren Versuche gezeigt hatten, dass die RP-Veréanderungen,
die auf Wirkung der in die Kulturen hineingelangten Metalle zustande kommen,
nach einer gewissen Zeit von den Zellen kompensiert werden, schien es uns ange-
bracht, die RP-Messungen auch auf die Ermittlung des Redarfes der Kulturen
an Spurenelementen auszudehnen. Renutzt wurden hierzu Spurenelemente
nicht enthaltende N&hrbdéden und solche, wie sie in Betrieben bei der Strep-
tomycinproduktion Verwendung finden.

Versuchsmethoden

Die Versuche wurden an einer Variante des uns vom Budapester Zentralen Biochemischen
Forschungslaboratorium zur Verfiigung gestellten Streptomyces griseus-Stammes (Nr. 134)
durchgefihrt.

Es wurden teils spurenelementfrei gemachte und teils Betriebs-Nahrbdden verwendet.
Fur beide Versuchsreihen wurden Vorkulturen hergestellt. Der Nahrboden, in dem Vorkulturen
flr die in spurenelementfreien Nahrbdden durchzufihrenden Untersuchungen angesetzt wurden,
hatte folgende Zusammensetzung [8] :

(Néhrboden Nr. 1)

Glucose ....ccvevee. 36,0 ¢ NaZHPO4 ... 286 ¢
Na-lactat. 112 g MnS04 .. 0,087 g
NH.CI ... 428 ¢ ZnS04 0,017 ¢
KCluoiooiiiieiieee 448 g in 1000 ml destilliertem Wasser

gelost, pH 6,4—7,0.
Die Zusammensetzung des Betriebs-Néhrbodens war folgende :
(Néhrboden Nr. 2)

Glucose ..coeveeeer e, NaNO ., .ot e
Gelatine... KC1

Pepton ...... K1I2P04 ..

Na-acetat.. MgS04

Na-citrat......cocee vevvvvenne 2,1 MnSO,

in 1000 ml destilliertem Wasse? gelost, pH 6,5.

Zusammensetzung des spurenelementfreien Nahrbodens [9] :
(Nahrboden Nr. 3)

GlUCOSE  ..ovvrvieeee Na-lactat........ccocevvviiinnnne 112 g
NaH2P 04 m7 HD KCliooeeeeeeeeeeeeveenn, 447 g
NHACL oo, , in 1000 ml destilliertem Wasser

gelost, pH 6,4—7,0.

Da dieser synthetische Nahrboden keine Proteine enthalt, ist er leicht von Spurenelemen-
ten zu befreien und deshalb gut fiir die Untersuchung der Wirkung von eingefiihrten Spuren-
elementen geeignet. Die Eliminierung der Spurenelemente geschah nach dem von Donald und
Mitarbeitern [10] empfohlenen, nachfolgend beschriebenen Aluminiumoxyd-Verfahren:

Durch den Nahrboden wrd 30 Minuten lang bei pH 7 Schwefelwasserstoff geleitet und die
entstehende braune Ldésung pro Liter mit 5 g Brockmannschem Aluminiumoxyd versetzt und
geschiittelt, 20 Minuten lang bei 0,7 ATU im Autoklav gehalten und nach eintagigem Stehen
zentrifugiert. Um eine mdoglichst vollkommene Entfernung der Spurenelemente zu erreichen,
wurden die Zentrifugierung und auch alle Gibrigen Operationen in mit Chromschwefelsaure und
nachher dreimal mit destilliertem Wasser gewaschenen Glasgeraten vorgenommen.

Die Vorkulturen stellten wir folgendermassen her : Von den weiter oben angefiihrten
Nahrbdden wurden nach ihrer Sterilisation je 150 mlin 1000 ml fassende Erlenmeyerkolben
gegeben und der Inhalt eines jeden dieser Kolben mit einer Sporensuspension infiziert, die durch
Abwaschen je einer auf Schragagar geziichteten Kultur mit physiologischer Kochsalzlésung
erhalten wurde. Die Kulturen wurden dann wahrend der ganzen Versuchszeit (6 Tage) an Pendel-
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Schittelapparaten befestigt und geschuttelt. Bei den Atmungsversuchen wurden von den in
Betriebsnéahrbdden hergestellten Kulturen 1 :15 verdiinnte Suspensionen bereitet und davon
je 3 ml in Warburggefasse eingetragen.

Die spurenelementfreien Kulturen fiir die Atmungs- und RP-Versuche stellten wir fol-
gendermassen her : Die auf dem synthetischen Nahrboden gewachsenen Mycelien wurden
zunachst mit spurenelementfreiem Puffer mehrmals gewaschen, dann in spurenelementfreien
Nahrboden aufgenommen und beim Eintragen in die Warburggefasse die bei den Betriebsnahr-
bodenkulturen angegebenen Verhéltnisse eingehalten.

Nach Einfuhrung der Schwermetallionen wurde das Volum der Kulturen in beiden
Versuchsreihen auf je 4 ml mit Phosphatpuffer erganzt. Die Salze der als Spurenelemente bentz-
ten Metalle waren Mercksche Analysenpraparate. Die Atmung der Kulturen wurde im Warburg-
Apparat drei Stunden lang bei 30—30,3°C beobachtet.

Die RP-Messung geschah mit Hilfe eines Metrohm-Titriskopes, wobei einer Normal-
Kalomelelektrode gegentiber eine glatte Platinelektrode geschaltet war. Die Versuchsbedin-
gungen wurden maglichst genau so gewahlt wie in den vorhergehenden Atmungsversuchen.
Die RP-Messungen wurden deshalb bei offenen Gefassen vorgenommen und zwecks guter Sauer-
stoffversorgung die Kulturen mit einem magnetischen Rihrer geriihrt ; die weiter unten ange-
gebenen Messungsergebnisse beziehen sich auf Normalwasserstoffelektrode.

Versuche und Versuehsergebnisse

1. Zusammenhang zwischen Atmung und RP-Verdnderung bei Streptomyces
griseus-Kulturen

An den in N&hrboden Nr. 1 hergestellten Kulturen wurde der Zusammen-
hang zwischen Atmung und RP-Verdnderung folgendermassen untersucht :

Die die Kulturen enthaltenden Kolben wurden mit papierwatteumwickel-
ten Aluminiumstopfen verschlossen und in deren Bohrungen die Platinelektrode,
das zur Verbindung mit der Kalomelelektrode dienende KCI-Rohr sowie das
Luftungsrohr und die Vorrichtung zur Probenentnahme befestigt. Die Luftung
der Kulturen besorgte eine elektrische Membranpumpe. Wahrend der sechsta-
gigen Versuchsdauer waren die Kolben an einer Pendelschiittelmaschine befe-
stigt. Aus den so stdndig geschittelten Kulturen wurden taglich Proben fur die
Atmungsversuche entnommen und ausserdem das Redoxpotential bestimmt.

Es zeigte sich (Abb. 1), dass Erhéhung der Atmung von einer Herabset-
zung des RP begleitet ist und umgekehrt das RP ansteigt, wenn die Atmung
nachldsst (d. h. wenn die Myzelien altern). So ist die Redoxpotentialkurve
eigentlich ein Spiegelbild der Atmungskurve, mit anderen Worten, die RP-
Veréanderungen zeigen die Atmung der Kultur (das Wachstum der Myzelien) an.

Die Wiederholung der obigen Versuche in spurenelementfrei gemachten
Nahrbdden (Nr. 3) ergab, dass die Kulturen in diesen Uberhaupt kein Wachstum
zeigen. Das RP bleibt hier stets auf der gleichen Hoéhe, und die fir das Wachstum
der Kultur charakteristische RP-Senkung sowie die darauffolgende Erhdhung
bleiben aus (Abb. 2).

Es kann demnach auf Grund von RP-Bestimmungen festgestellt werden,
welche Spurenelmente fir das Gedeihen einer Kultur unerlésslich sind.
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Abb. 1. Zusammenhang zwischen Atmung und Redoxpotential von Streptomyces griseus-
Schittelkulturen in synthetischem Nahrboden. 1. Verdnderung der Atmung. 2. Veranderun
des RP, in Stunden

Abb. 2. Veranderung der Atmung und des RP von Str 'ntomyces griseus-Kulturen nach Zugabe

von Mangan; 1 stellt die Atmungs- und 2 die RP-Kmve der Kultur in dem spurenelementfrei

gemachten synthetischen Nahrboden in Gegenwart -yrti Mangan dar; 3 ist die RP-Kurve der in
mangan- und spurenelementfreien Nahrboden eingetragenen Kultur (gemessen in Stunden)
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2. Verdnderung der Atmung und des Redoxpotentials der in spurenelementfreien
N&ahrboden gezuchteten Kulturen auf die Wirkung verschiedener Schwermetallionen

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Wirkung von Eisen-, Mangan-,
Zink-, Vanadium- und Vanadationen auf die Atmung und das Redoxpotential
von Streptomyces griseus-Kulturen untersucht. Hierbei wurden Myzeliensus-
pensionen aus dem Spurenelemente nicht enthaltenden N&hrboden (Nr. 3) mit
den in spurenelementfreiem Wasser hergestellten Ldésungen der untersuchten
lonen in zunehmender Konzentration versetzt und dann die Atmung und das
RP gemessen. Nach den Respirationsversuchen setzt auf die Wirkung von
10y /ml Mangan das Wachstum der Myzelien ein, und gleichzeitig ergeben sich
dhnliche RP-Werte wie bei den in N&hrboden Nr. 1 gezlichteten Kulturen
(Abb. 2).

Werden dem spurenelementfreien Ndhrboden 1, 10 oder 30 y/ml Mangan
bzw. je 1 oder 10 y/ml Mangan und Eisen beigefluigt, so tritt ebenfalls eine
Atmungssteigerung ein und die RP-Kurve verlauft dhnlich wie in Abb. 1 und 2*
Bei der Verabreichung von Zink, das bekanntlich eine Steigerung der Strep-
tomycinproduktion bewirkt, bzw. bei der gemeinsamen Verabreichung von
Eisen und Zink bleibt das Myzelienwachstum aus, was in der RP-Kurve ebenso
zum Ausdruck kommt wie in Abb. 1 und 2. Dies bedeutet, dass das Mangan ein
fur das Wachstum der Myzelien essentieller Stoff ist.

In spurenelementfreien N&hrbdden wurde die Wirkung der verschiedenen
lonen auf die Atmung der Kulturen gesondert untersucht und gefunden, dass
Mangan und Zink die Atmung nicht nachweisbar beeinflussen. Vanadationen
hatten eine geringgradige Atmungssteigerung (um 20%) zur Folge, wé&hrend
Eisen einen betrdachtlichen Anstieg bewirkte. Den stérksten Effekt zeigten
Vanadationenen : in einer Konzentration von 100 y/ml hatten sie die Atmung
in der dritten Stunde auf das Dreifache der Kontrollen gesteigert (Abb. 3).

Die Produktionsuntersuchungen ergaben aber, dass Vanadium neben sei-
ner wachstumsférdernden Wirkung die Streptomycinproduktion stark hemmt.

Wir suchten weiter festzustellen, welche Metalle eine stdndige Verédnderung
des Redoxpotentials verursachen und in welcher Konzentration sie ihre Wirkung
entfalten. Die in Abb. 4 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass Vanadiumionen
eine RP-Erhéhung um 130—140, Zinkionen um 40—50, Vanadationen um
20—25 und Manganionen um 30—40 mV bewirkten.

Die Effekte der obigen lonen machen sich bereitsin geringen Konzentra-
tionen bemerkbar. Ist aber eine bestimmte Konzentration erreicht, so wird die
voribergehende Wirkung neu eingetragener Dosen auf das Redoxpotential von
der Kidtur kompensiert. Die Erklédrung hierfir ist, dass die Redoxkapazitat
der angefiihrten lonen im Verhdltnis zu der der Kulturen, die die RP-veréan-
dernden Faktoren andauernd produzieren, ziemlich gering ist. Bei hdheren
Konzentrationen muss ausser der Redoxkapazitdt auch die Ausféllung der
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Abb. 3. Wirkung von Eisen und Vanadium auf die Atmung gewaschener Myzeliumsuspensionen
der Streptomyces griseus-Kultur in spurenelementfreiem synthetischem Nahrboden.
(gemessen in Stunden)

a) Kultur + Eisen Kurve 1: Kultur ohne Eisen
« 2 « -- 20 y/ml Fe+++
« 3: « + 60 yjml Fe+++

b) Kultur + Vanadium Kurve 1: Kultur ohne Vanadium
« 2 « + 100 y/m1V+++
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Metalle bericksichtigt werden. So setzt z. B. im Falle des Eisens — wie unsere
nephelometrischen Untersuchungen ergaben — in dem von uns benutzten Nahr-

-240-

0 30 ~6U 90 120

Abb. 4. RP-Veranderung der Streptomyces griseus-Kultur auf Wirkung von Spurenelementen.
(gemessen in Minuten)
Kurve 1: RP-Verdnderung nach Zugabe von Vanadium

« 2 « « « « Zink
« 3 « « « « Vanadat
« 4: « « « « Mangan
« 5 « « « « Eisen

Die Bestimmungen wurden an mit spurenelementfreiem Puffer gewaschenen Myzelien in spuren-
elementfreiem synthetischem Nahrboden ausgefiihrt

boden bei Konzentrationen von 40—60 yjml Eisenhydroxydausféllung ein,
wodurch die Angaben von Asai und Mitarbeitern [11], dass Eisen das Myzelien-
wachstum nur in hohen Konzentrationen hemmt, d. h. wenn das Eisenhydroxyd-
Gel an der Myzelienoberflache ausgefallt wird, bestatigt werden.
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3. Atmungs- und Redoxpotentialveranderung der in Betriebsndhrbéden gezlichteten
Kulturen auf die Einwirkung von Schwermetallen

In dieser Versuchsreihe sollte die Wirkung derjenigen Metalle auf Atmung
und RP von Streptomyces-Kulturen geprift werden, die infolge der Korrosion
aus den in Antibiotikumbetrieben verwendeten Eisenfermentoren in den Nahr-
boden gelangen kdénnen.

Kulturen, die in Betriebsndhrbdden geziichtet worden waren, wurden mit
Losungen der betreffenden Metallsalze (Cu-, Co, Mn, Fe, Cr, Ni, V, Mo) versetzt

Abb. 5. Veranderung der Atmung der Streptomyces griseus-Kulturen auf Wirkung von Mangan-
Nickel- und Vanadiumionen (Konzentration 60 y/ml.)
Kurve 1: Atmung der unbehandelten Kontrollkultur

« 2 « « mit Mangan behandelten Kultur
« 3: « « « Nickel « «
« 4: « « « Vanadium « « (in Stunden)

und dann auf Atmung und Redoxpotential untersucht. Aus den Messungsergeb-
nissen geht hervor, dass Kobalt-, Chrom-, Eisen- und Molybd&nionen die
Atmung nicht beeinflussen, wéhrend Eisen in der 2. Stunde eine 20%ige Her-
absetzung herbeifuhrt und Mangan, Nickel und Vanadium eine bedeutende
Steigerung bewirken (Abb. 5).

Die betrachtlichste RP-Erhéhung kommt auf die Wirkung der Vanadium-
und Manganionen zustande (Abb. 6/a). Kupfer verursacht eine Herabsetzung
um 100 mV, wéhrend die Ubrigen Metalle keine wesentlichen Verdnderungen
hervorrufen (Abb. 6/b). Dies erklart sich daraus, dass die lonen der zu den



Abb. 6. RP-Veranderung der Streptomyces griseus-Kultur auf Wirkung verschiedener Metalle in Betriebsnahrbdden (in Minuten)
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Kulturen hinzugefigten Metalle als Redoxsysteme nur eine geringe Redox-
kapazitat besitzen, die von den Zellen als einem System, welches die RP-ver-
dndernden Faktoren laufend produziert, bald erschopft wird [12]. Besonders
gut wird dies durch die zum Eisenversuch gehdérende Redoxkurve veran.
schaulicht, wo in Gegenwart von 20—60 yjml Eisen die RP-Erhéhung alsbald
wieder einer Senkung Platz macht. Eine weitere Steigerung der Eisenmenge
bleibt schon ohne Einfluss auf den Kurvenverlauf, da hier bei dem steigenden
pH bereits mit einer Ausfullung des Eisens zu rechnen ist, die wir Ubrigens
auch analystich nachgewiesen haben.

Besprechung

Die Versuche haben gezeigt, dass — wéahrend an Hand von Atmungsunter-
suchungen die Wirkung der Schwermetallionen, die von den Spurenelementen
bzw. der Korrosion der Fermentoren herrihren, oft kaum nachweisbar ist —
die Redoxpotentialmessungen die im Stoffwechsel vor sich gehenden Verén-
derungen gewdhnlich empfindlicher registrieren. In Anbetracht dessen, dass ein
Redoxsystem den Stoffwechsel der Zellen nur dann verdndert, wenn diese es
ehemisch binden, kann auf Grund von Redoxmessungen diejenige maximale
Metallionenmenge ermittelt werden, die die Zellen noch zu binden imstande
sind.

Die Wirkung der durch Korrosion in den Nahrboden gelangenden gros-
seren Mengen solcher Stoffe wird von den Zellen kompensiert, indem sie die
Redoxkapazitédt derselben mit ihren Stoffwechselprodukten erschépfen.

Die durch die in den N&hrboden geratenen Metalle bedingten Redoxver-
hé&ltnisse lassen auchSchlisse auf dieStreptomycin produktion zu. Die Streptomy-
cinproduktion geht ndmlich in einem bestimmten Redoxintervall vor sich. Wird
also das RP der Kultur durch irgendeine Substanz bis zu einem gewissen
Grad stabilisiert (z. B. durch Zink), so wird die Produktionsphase verlangert,
d. h. die Streptomycinproduktion wird langere Zeit anhalten. Die aus der Kor-
rosion des Eisens stammenden lonen verursachen keine wesentliche Verédnderung
im RP der Streptomyces griseus-Kultur, weshalb diese Stoffe die Streptomy-
cinproduktion nicht in grésserem Masse beeinflussen werden. Dies konnten wir
auch experimentell beweisen, indem wir mit entsprechenden Salpetersduremengen
aus Walz- bzw. Gusseisen hergestellte Lésungen neutralisiert zu den Kulturen
gaben und daraufhin keinerlei Verdnderung gegentiber den Kontrollen feststellen
konnten.

ZUSAMMENFASSUNG

In Streptomyces griseus-Kulturen wurde die Wirkung verschiedener Schwermetalle auf
die Atmung und das Redoxpotential in Betriebs-, synthetischen und spurenelementfrei gemach-
ten synthetischen Nahrbdden untersucht und festgestellt, dass die Streptomycinproduktion nur
-von den lonen solcher Metalle beeinflusst wird, die eine wesentliche Veranderung des Redox-
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potentials herbeifiihren. Auf Grund dieser Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass die zur
Streptomycinproduktion bendétigten Einrichtungen auch aus Eisen hergestellt sein dirfen.
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NPRPOOOOUTAWNE

B/IMAHNE TAXEJ/IbIX META/IJZIOB HA AbIXAHWE W OKWNC/INTEJ/IbHO-
BOCCTAHOBUTE/IbHbIA MOTEHUMAA KY/NbTYP
STREPTOMYCES GRISEUS

A. Kpamnn, 3. @. lNeTTKO 1 M. Knw
Pesome

B cBOMX OMbITax aBTOpPbl U3y4ann B/MSIHWE CMEf0BbIX 3/1EMEHTOB, BO3HMKAOLIMX BO3-
MOXHO BC/IeACTBME KOPPO3UUN GPOAMBHBIX YaHOB, Ha AblXaHWe Y Ha U3MEeHEHVe OKUC/TUTENbHO-
BOCCTaHOBWTeNbHOrO noTeHuuwana (OBI) Streptomyces griseus. ABTOpblI ONpejennnin, 4To
KpyBble AbixaHust 1 OBl siBNAOTCS 3epKa/ibHbIM U306paXXeHNeEM 0auH apyroro (puc. 1), n uto
[blXaHne Muuenus Streptomyces griseus HauvMHaeTcsl TakXKe B MPUCYTCTBAM TOMbKO OLHOMO
MOoHa MapraHua. B cpepge, NnuwieHHOl CnejoBbIX 3/7EMEHTOB, pOCTa COBEPLUEHHO He Habnio-
[laeTcs, 0 YeM CBWUAETENbCTBYET M OCTaHOBKA KpuBoii OBIT Ha MOCTOSIHHOM YpoBHe (puc. 2).
Viccnepgyst BAMSIHWE pasfiMUHbIX META/I0B B Ky/bTypaxX CUHTETUYECKOW W JINLLEHHON cnefo-
BbIX 3/1EMEHTOB Cpefibl, aBTOPbI YCTAHOBW/IN, YTO TO/IbKO XKe1e30 U BaHafWin yCUNMAN B 3HaUU-
TeNbHOW CcTeneHu fAbixaHue (puc. 3). B TO >Xe Bpemsi NMpU OAMHAKOBLIX YCNOBUSIX BaHaguii
cTOliKo noBbicun OB, a BAMSIHWE NPOYUX MeTa/IIOB HelATpanM3nMpoBasiock KneTkamu (puc. 4).
Y KynbTyp, BbIpallleHHbIX B NPOW3BOACTBEHHOW Cpefe, MapraHel, HUKe/b U BaHaguil ycununm
[blXaHWe Npu KoHUeHTpauum B 60 ramma/mn (puc. 5), a nNpoure MeTa//bl He OKa3blBa/IN 3Ha-
UNTENBHOTO B/IMAHWUA HA AblXaHWe, faXe W B cly4vasx APYrux KOHUEeHTpauuii. B npoussBog-
CTBEHHOW cpefe BaHaguil 1 Mapradel, nosbiWwanv, a Mefip noHwxana OBI1 (puc. 6).

Ha ocHOBe pe3ynbTaTOB OMbITOB aBTOPbl YCTAHOBU/IM, YTO MyTeM MCC/efoBaHUSA Ablxa-
HUS efBa 06HAPY>KMBAETCS B/USIHUE MOHOB META/IIOB, MPOUCXOASILLNX BO3MOXHO BC/efCTBMe
KOppo3ux, B TO BPeMsi Kak pe3ynbTaTbl M3MepeHuii OBl Boo6Lye 6onee YyBCTBUTE/IbLHO OTpa-
XalT npovcxoasiive B 06MeHe BELLECTB M3MEHEHWS.

BnusHve OBI1 3HauUMTENIbHOTO KOMMYECTBA MOHOB TSDKe/bIX MeTas/ioB, MonajatoLinx
B cpefy BCMeACTBME KOPPO3WM, HeNTpanmayeTcs KeTKaMu MyTeM WCTOLLEHWUS OKUCIUTENbHO-
BOCCTAHOBWTE/IbHOM MOLLHOCTM WOHOB MNPOAYKTaMu CBOEro o6MeHa BeLLECTB.

VIoHbI, NPOUCXOAsLLME BCMEACTBME KOPPO3UM XKefe3a, He W3MEHSIIOT B 3HAYUTE/IbHOM
cteneHn OBI KynbTyp Streptomyces griseus. CrefoBaTeflbHO, OHW HE OKasblBalOT 3HAUUTESb-
HOr0 B/USIHUS U Ha MPOW3BOACTBO CTPENTOMULIMHA.

4 Acta Microbiologica 11/1—2.






TRANSFORMATIONSMECHANISMEN DER RHIZOBIEN
I—111

Von
R. BALASSA

Genetische Abteilung
des Agrobiologischen Institutes der Ungarischen Akademie der Wissenschaften

(Eingegangen am 20. November 1953)

Einleitung

Es besteht bisher keine einheitliche Auffassung dartber, welche Er-
scheinungen zu den Transformationen (vegetative Hybridisation von Bakterien)
zu z&hlen sind. Verallgemeinert fasst man unter diesem Begriff solche Ver-
anderungen zusammen, die ein Mikroorganismus infolge der Wirkung eines
anderen Mikroorganismus oder seiner Stoffwechselprodukte ausbildet, doch
dehnen einzelne Autoren den Begriff so weit aus, dass sie selbst die vegetative
Hybridisation hdherer Pflanzen mit Transformationsprozessen in Zusammen-
hang bringen [14], wdhrend andere ihn nur auf die Wechselwirkung zweier
lebender Mikroorganismen beschréankt wissen wollen [24].

Auch uber die Natur der Stoffe, welche Transformationsprozesse aus-
zulésen vermadgen, sind die Meinungen geteilt. Genauer gesagt, es besteht keine
einheitliche Auffassung daruber, ob nur jene Prozesse zu den Transformationen
zu z&hlen sind, die durch bereits bekannte Stoffe ausgel6st werden, oder ob
jedwede Verdnderung, die durch jedwede bakterielle Stoffwechselprodukte
hervorgerufen wird, gegebenenfalls als Transformationserscheinung aufzufassen
ist. (Den vollstandigsten Uberblick uber die diesbeziigliche Literatur gibt die
Monographie von Kalina «Vegatative Hybridisation von Bakterien», auf die
im nachstehenden haufig Bezug genommen wird [10].)

Das Ziel der hier besprochenen Untersuchungen war, einen Einblick in
die Dynamik des bislang nahezu unbekannten Mechanismus der Transformations-
erscheinungen zu gewinnen. Wir wendeten darum unsere Aufmerksamkeit nach
anfanglichem Registrieren der beobachteten Erscheinungen jenen Bedingungen
zu, unter welchen einzelne Transformationserscheinungen auftreten, ohne die
Untersuchungen auch auf die Bestimmung der wirksamen Stoffe auszudehnen.
Hierbei erwies es sich als notwendig, den Begriff der Transformation—zumin-
dest provisorisch und vielleicht auch willkturlich — zu umgrenzen.

Wir fassen jene Verdnderungen als Transformationen auf, welche in einem
lebenden Mikroorganismus durch jene Zellbestandteile eines anderen Mikro-
organismus hervorgerufen werden, weicht' bereits art- oder typusspezifische

4*
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Eigenschaften besitzen oder solche unmittelbar hervorrufen kénnen. Es werden
also die Transformationen von all jenen Verdnderungen abgesondert, welche
durch bakterielle Produkte ausgeldst werden, die Uber keine art- oder [typus-
spezifische Eigenschaften verfigen. Wir sehen demnach in den Transformationen
eine Uberaus primitive Form der Hybridisationen, mit der Einschrédnkung, dass
das Wesen der Hybridisation — sowohl der vegetativen als auch der gene-
rativen — in der wechselseitigen Assimilation zweier genetisch verschiedener
Organismen besteht (Lyssenko), wahrend bei den Transformationen nur die
eine Komponente verdnderungsfahig ist.

Auf Grund der Literaturangaben wird es hier als erwiesen angesehen, dass
das wirksame Prinzip dieser Zellbestandteile hochpolymere Desoxyribonuk-
leinsdure (DNS) enthélt, weil die Entfernung oder der Abbau der DNS in allen
untersuchten Fé&llen — mit einer einzigen Ausnahme [13] — zur Inaktivierung
der wirksamen Substanz fuhrte [16]. Auch ist es seit den Forschungen von
Avery [4] bekannt und wurde seither von anderen Autoren wiederholt bestatigt
[1, 6, 10], dass gereinigte DNS-Pré&parate Transformationserscheinungen aus-
zulésen vermdgen. Demgegeniiber gelang es bisher noch nicht, mit anderen, als
artspezifisch angesehenen Substanzen, welche jedoch DNS nicht enthalten,
Transformationserscheinungen hervorzurufen [2, 10, 19].

Als nicht erwiesen wird dagegen angesehen, dass die Desoxyribonuklein-
sduren bei jeder Transformationserscheinung die kleinste Einheit des wirk-
samen Prinzips darstellen. Bei einigen der beschriebenen Erscheinungen
sind moglicherweise grissere DNS-haltige Einheiten (Nukloproteide) anwesend
[13], wahrend bei anderen zweifellos filtrierbare Formen eine Rolle spielen
[8, 23].

I. Transformationserscheinungen bei Rhizobien

Die Zahl jener Bakterienarten, zwischen welchen oder innerhalb welcher
Transformationserscheinungen beobachtet wurden, nahm in den letzten Jahren
zu, ist indessen noch immer sehr gering. Hierzu kommt, dass die Transforma-
tionsforschung sich lange Zeit nur einseitig entwickelte, indem sie sich gréss-
tenteils nur mit den Verdnderungen der Pathogenitdt, der Virulenz und der
Antigenstruktur befasste und die deren Grundlage bildenden Stoffwechselveréan-
derungen vernachl&ssigte.

Der Versuch, Rhizobien in die Transformationsforschung einzubeziehen,
schien in vieler Hinsicht begrindet. Es handelt sich hier um eine physiologisch
wichtige Gruppe, die sich durch die Wirtspflanzenspezifitat der einzelnen Arten,
durch ihre von dieser abweichende Antigenstrukturspezifitdt und durch die
dusserst charakteristischen Unterschiede im Stoffwechseltypus einzelner Stdmme
maoglicherweise besonders dazu eignet, zur Erweiterung und Vertiefung unserer
bisherigen Kenntnisse auf diesem Gebiete beizutragen.
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Schon Krassilnikow hatte einige Transformationserscheinungen an
Rhizobien nachgewiesen [12]. Hierbei zeigte es sich, dass Rhizobien, die auf
dem Filtrat von anderen Rhizobienarten geziichtet wurden, nach mehrere Mo-
nate dauernden Passagen die F&higkeit erwarben, an der Wirtspflanze der
induzierenden Art Kndllchen zu bilden. Im Laufe der hier beschriebenen Ver-
suche wurde nun angestrebt, ausser einer genaueren Analyse dieser Veradnderun-
gen auch noch andere Transformationserscheinungen je vollstdndiger zu regi-
strieren. Da die von Krassilnikow beobachtete langsame Ausbildung der Verén-
derungen eine Ausweitung der Versuche ausserordentlich erschwert hétte, ge
langten auch methodische Fragen in den Vordergund.

Uber diese Untersuchungen berichteten wir bereits im Jahre 1953 [5].
Wir beschrédnken uns hier deshalb nur auf die Wiedergabe einiger der erzielten
Ergebnisse und eines Teiles der Methodik.

Methodischer Teil

Die Durchsicht der diesbeziiglichen Literatur ergibt, dass zur Erzielung von Transfor-
mationserscheinungen in vitro bisher folgende Methoden zur Anwendung gelangten [10] :

a) Gemeinsame Zichtung zweier Arten.

b) Zichtung der umzugestaltenden Art auf dem Kulturfiltrat der anderen Art.

¢) Zichtung der umzugestaltenden Art auf den abgetdteten Zellen der anderen Art.

d) Zichtung der umzugestaltenden Art auf dem Autolysat der anderen Art.

e) Zichtung der umzugestaltenden Art auf der aufgeschlossenen Zellsubstanz der ande-
ren Art.

f) Zuchtung der umzugestaltenden Art auf dem DNS-Extrakt der anderen Art.

Veranderungen, insbesondere solche, die auf tiefergreifenden Stoffwechselveranderungen
beruhen als jene serologischen Charakters, zeigten sich in der Uberwiegenden Zahl der Falle —
abgesehen von einzelnen ausserst giinstigen Versuchsobjekten —nur nach zahlreichen Passagen.

Die transformativen Veranderungen hangen von zwei Vorbedingungen ab :

a) Anwesenheit der DNS-haltigen Zellkomponente in nicht depolymerisierter Form,

b) Ubernahme der wirksamen Substanz durch die zu veréndernden Zellen.

Der ersten Bedingung entspricht am wenigsten die gemeinsame Zichtung zweier leben-
der Organismen oder die Anwendung von Kulturfiltraten. In beiden Fallen tritt DNS vermut-
lich nur aus den in einer verhaltnismassig geringen Zahl vorhandenen, schon abgestor-
benen Zellen aus. Autolyse birgt die Gefahr ungeniigenden oder bereits zu weit fortgeschrittenen
Abbaues. Die Anwendung von gereinigten DNS-Praparaten entzieht mdoglicherweise jene Ver-
anderungen der Beobachtung, die an die Anwesenheit grosserer Einheiten gebunden sind.

Am zweckmassigsten erscheint eine schonungsvolle Aufschliessung der Zellen der indu-
zierenden Komponente. Meist konnten jedoch positive Ergebnisse auch auf solchem aufgeschlos-
senen Zellmaterial erst nach einer langen Reihe von Passagen erzielt werden. Worin besteht
nun die Rolle der Passagen? Da nur junge Zellen zur Variantenbildung fahig sind, gewahrleisten
wiederholte Passagen die langere Gegenwart junger Zellen.

Auf Grund dieser Uberlegungen wurde nun versucht, die Bedingungen der Zellauf-
schliessung und der Ubertragung der wirksamen Stoffe zu modifizieren. Es bedurfte zahlreicher
Versuche, bis ein Verfahren gefunden wurde, welches die Passagen Uberflissig macht. Das
Wesen dieses Verfahrens besteht darin, dass die durch Ultraschall aufgeschlossene und hernach
mit Hitze behandelte Zellsubstanz der die Transformation induzierenden Zellen — die induzie-
rende Komponente — mit der lebenden Zellensuspension des zu induzierenden Organismus —
der induzierten Komponente — gemeinsam einer milden Ultraschallbestrahlung unterworfen
wurde.* Die urspriingliche Annahme, dass die gemeinsame Ultrastrahlbehandlung zu einer

* Die Ultraschallbestrahlungen wurden teilweise im Zentralinstitut fir Physik der
Ungarischen Akademie der Wissenschaften unter Mithilfe der Ultraschallgruppe von T.
Tarndczy und teilweise im Biochemischen Institut der Ungarischen Akademie der Wissenschaften
durchgefihrt.
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besseren Dispersion der wirksamen Substanz und zu einer Zunahme der Zahl und Intensitat
der Bertihrungen zwischen den beiden Komponenten fiihren werde, erwies sich als ungenigend.
Wie spater gezeigt werden soll, ist die Bindung der fremden Zellsubstanz an die lebenden Zellen
als ein Adsorptionsprozess anzusehen. Welche Rolle hierbei dem Ultraschall zukommt, ist
noch in gesonderten Untersuchungen zu klédren. Aus diesem Grunde ist die hier angewandte
Methode vorlaufig als empirisch zu betrachten.

Als grosser Vorteil erwies sich, dass eine einzige Behandlung mit nachfolgender Anreiche-
rung auf «optimaler» Nahrlésung zur Bildung von Varianten fuhrte und dass diese Methode gut

reproduzierbare Resultate ergab.
Der Gang des angewandten Verfahrens (kurz : Ultraschalltransformation) ist aus Abb. 1

ersichtlich.

Induzierende Komponente
(junge, abgespilte Zellensuspension)
pH 7,0—Phosphatpuffer
I

Ultraschallaufschliessung
1600 kZ/sec —ca. 2,5 W/cm2
Fraktionen von 5 min, 10 min, 20 min

lh- 70°
Chloroform Induzierte Komponente

| 24h (junge, abgespuilte Zellensuspension)
1h- 70° pH 7,0 —Phosphatpuffer

t

Ultraschalltransformation
induzierende + induzierte Komponente
800 kZ/sec —verminderte Intensitdit —5 min

«optimale» Na&hrldsung
48 h

| |
Pflanzenversuch Selektierende Nahrldsungen
(Veranderung der symbiotischen (biochemische Verénderungen)
Fahigkeit)

t t

Variantenisolierung
(Veranderungen des Kolonietypus)

Serologische Untersuchungen
(Veranderungen der Antigenstruktur )

Abb. 1. Transformation mit Ultraschallbestrahlung. Schematische Darstellung.
«Optimale» Nahrlésung : 0,2 g K2HP04+ 0,2 g MgS047H2 - 20 g Saccharose + 3 g auf-
gekochter und filtrierter Extrakt von Luzernenmehl -f- 1000 ml dest. Wasser. pH 6,8—7,0
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Die Zellen wurden von den Agarkulturen zu Beginn des wahrnehmbaren Wachstums
abgespilt. Die Zellendichte beider Komponenten wurde mit Hilfe des Lange-Kolorimeters auf
einen Extinktionswert von 0,1 eingestellt. Von den verschieden lang bestrahlten Fraktionen
der induzierenden Komponente wurden jene benutzt, bei denen die Mehrzahl der Zellen bescha-
digt war, die jedoch auch noch unversehrte Zellen enthielten.

Die gemeinsame Ultraschallbehandlung der beiden Komponenten — die eigentliche
Transformation —wurde zur Abschwachung der Intensitat anstatt in Réhrchen mit Zellophan-
boden in normalen Roéhrchen durchgefiihrt.

Zu jedem Hauptversuch wurden drei Kontrollen angesetzt, um méglicherweise auftre-
tende unspezifische Ultraschalleffekte auszuschliessen (Tabelle I).

TABELLE 1

Ultraschalltransformation. Die Kontrollen des Verfahrens

e e Kobitionn

Hauptversuch........cccoviiiecieiicieee X y X 'y
1. Kontrolle ..., A y Yy —y
2. KONtrolle ....ccoovevvvvevveeeeeeeeeceeeeeees X - X =
3. Kontrolle ..o y —->y

Fett gedruckt : aufgeschlossene und abgetdtete Zellensuspension.

In den Kontrollen konnte nie eine Variantenbildung nachgewiesen werden, so dass spater
die 3. Kontrolle (Ultraschallbestrahlung des induzierten Organismus allein) weggelassen wurde.

Experimenteller Teil und Besprechung der Ergebnisse

In der obenerwdhnten Arbeit [5] wurden drei Gruppen von Verdnderungen
nachgewiesen, ndmlich Verédnderungen der symbiotischen Eigenschaften mittels
PflanzenVersuches, biochemische Verdnderungen mittels selektiver Nahrbdden
und Verdnderungen der Antigenstruktur mittels Kreuzagglutinationen.

Zwischen verschiedenen Rhizobienarten wurden in verschiedenen Kom-
binationen folgende Transformationserscheinungen beobachtet :

1. Verdnderung der Kndéllchenbildungsfahigkeit (Virulenz) unter Ausbil-
dung einer neuen Wirtspflanzenspezifitat.

2. Zu- oder Abnahme des Stickstoffbindungsvermdégens (Effektivitat).

3. Verdnderung einiger konstanter biochemischer Eigenschaften, die sich
entweder in der Anpassung an den Typus des induzierenden Stammes oder in
der Ausbildung eines von beiden Komponenten abweichenden Typus auswirkte
(Biotinanspruch, Triphenyltetrazoliumchlorid-Reduktion aufverschiedenen Koh-
lenhydratquellen).
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4. Veréanderung der Penicillin- und Streptomycinempfindlichkeit.

5. Verdnderung des Kolonietypus.

6. Verdnderungen der Antigenstruktur, die in einem mehr oder minder
stark ausgeprégten Verlust des ursprunglichen somatischen und Geisselantigen-
bestandes sowie in der ebensolchen Ausbildung der somatischen und — seltener —
Geisselantigene des induzierenden Stammes zutage traten.

Die meisten der in der Literatur beschriebenen Transformationserschei-
nungen Hessen sich also zwischen den einzelnen Arten der Gattung Rhizobium
hervorrufen, doch traten auch Veranderungen auf, die bislang noch nicht be-
obachtet wurden.

Kalina teilt die Transformationserscheinungen in zwei Gruppen ein :

1. in Verdnderungen, welche den Rahmen der Art nicht tberschreiten und
so als Merkmale der Variabilitat innerhalb der Art aufgefasst werden kénnen ;
2. in Veranderungen, die zur Entstehung einer neuen Art flihren.

Es kann angenommen werden, dass auch die ihnen zu Grunde liegenden
Mechanismen verschieden sind.

Die globale Natur der hier durchgefihrten Versuche schloss die Mdéglichkeit
aus, die beobachteten Verédnderungen nach diesen Gesichtspunkten zu klassi-
fizieren. Immerhin konnte das allgemeine Bild gewonnen werden, dass
die einzelnen Ver&nderungen — Stickstoffbindung, Verdnderungen ein-
zelner biochemischer Eigenschaften, Verdnderungen der Antigenstruktur —
manchmal getrennt auftraten, meistens aber zum Teil und manchmal sogar
ganz zusammenfielen. Einzelne Varianten zeigten eine vollstandige Anpassung
an die induzierende Art, was darauf hinweist, dass verschiedene Mechanismen
zur Geltung kamen.

Diese Feststellungen bewogen uns, die Rhizobien auch weiterhin, beim
nadheren Eingehen auf den Transformationsmechanismus der Bakterien, als

Versuchsobjekt beizubehalten.

Zusammenfassung des 1. Teils

Transformationen zwischen Rhizobien fihren zur Bildung mannigfaltiger
Varianten, die in der Verdnderung der Kndllchenbildungsfahigkeit, der Stick-
stoffbindung, der Empfindlichkeit gegenlber Antibiotika, einzelner biochemi-
scher Eigenschaften und der Antigenstruktur zum Ausdruck kommen. Diese
Veranderungen treten manchmal vereinzelt auf, manchmal wieder erstrecken
sie sich auf einige oder alle untersuchten Eigenschaften.

Die bisher gebréauchlichen Verfahren wurden durch ein neues Verfahren
ersetzt, bei welchem die induzierende Zellsubstanz und die zu induzierenden
Zellen einer gemeinsamen Ultraschallbehandlung unterworfen wurden. Der
Vorteil dieser Methode besteht darin, dass bereits eine einzige Behandlung zur
Variantenbildung fuhrt.
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Il. Die transformative Ausbildung der Streptomyeinresistenz zwischen
streptomycinresistenten Varianten und der Ausgangsform ein und
desselben Stammes

Angaben Uber die biochemische Analyse des Transformationsmechanismus
finden sich in der Literatur nur wenige. Neuerdings wurden im Zusammenhang
mit den Pneumokokkentransformationen verschiedene Transformationstypen
sehr eingehend untersucht [3, 9, 21]. Da jedoch diese Autoren die verschiedenen
Transformationserscheinungen mit der Ubertragung einer jeweilig autonomen
genetischen Einheit erklaren, welche ihre genetische Autonomie auch nach
ihrem Einbau in den Organismus behdlt, erstreckten sich ihre Untersu-
chungen nicht auf jene Bedingungen, die die Eingliederung der aus der
Umgebung aufgenommenen Substanz in den einheitlichen Bestand der Zelle
ermaglichen.

Um auf diesem Gebiete biochemisch erfassbare Ergebnisse erhalten zu
kénnen, beschréankten wir uns vorerst auf die Untersuchung einer gut um-
schriebenen Erscheinung. Als solche erschien die auf transformativem Wege
erfolgende Ausbildung der Streptomycin- (STRM)- Resistenz als &usserst ge-
eignet.

Im Laufe der Versuche machten wir eine interessante Beobachtung. Bei
dem Versuch, auf transformativem Wege zu STRM-resistenten Varianten zu
gelangen, gingen wir nach dem in Abb. 1 veranschaulichten Verfahren vor®
unterwarfen also die als induzierende Komponente verwendete Suspension auf-
geschlossener und hitzebehandelter Zellen STRM-resistenter Stdmme einer
gemeinsamen Ultraschallbehandlung mit Zellen eines empfindlichen Stammes
Das so behandelte Material, das nach unserer damaligen Annahme bereits trans-
formierte Zellen — Varianten — enthielt, wurde aufeinem optimalen N&dhrboden
(Nahrboden mit Luzernenmehlextrakt) angereichert. Die Varianten wurden
sodann auf STRM-haltigem, «optimalem» N&hrboden selektiert. Hierbei wurde
beobachtet, dass keine Bildung von Varianten eintritt, wenn die Anreicherung
auf «optimalem» N&hrboden unterbleibt und das mit Ultraschall bestrahlte
Material unmittelbar in das STRM-haltige Medium gebracht wird. Weitere Ver.
gliche zeigten, dass sich auch dann keine Varianten bildeten, wenn man zwar
den ausgelassenen Schritt — die Anreicherung— wieder einschaltet, doch an-
stelle des erwédhnten «optimalen» Nahrbodens ein synthetisches, als Stickstoff-
guelle Ammoniumsulfat enthaltendes Medium verwendet, auf dem der Stamm
sonst sehr gut gedeiht. Wurde als Stickstoffquelle Kaseinhydrolysat verwendet”
so konnte die Bildung von Varianten wiederum nachgewiesen werden, doch nur
dann, wenn die Zellen im kaseinhydrolysathaltigen Medium uber die Lag-Phase
hinaus verblieben (Abb. 2).

Auf Grund dieser Feststellungen wurde es mdglich, im Transformations-
mechanismus zwei Phasen zu unterscheiden. Die erste Phase, in welcher die
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wirksame Substanz auf die Oberflache oder in das Innere der Zellen gelangt,
tritt bereits wahrend einer wenige Minuten dauernden Ultraschallbehandlung
oder unmittelbar danach — also wahrscheinlich auch bei sich nicht teilenden
Zellen — ein. Diese mechanische Ubernahme der transformierenden Substanz
gewdhrleistet aber an und fur sich noch nicht die Ausbildung von Varianten.
Diese erfogt erst in der zweiten Phase, in welcher die die neuen Eigenschaften
noch nicht besitzenden Zellen die bereits adsorbierte fremde Zellsubstanz assi-
milieren und neue Stoffwechseltypen ausbilden. In diesem Prozess spielen an-
scheinend eine oder mehrere Aminosduren des Kaseinhydrolysats eine Rolle.

Variantenausweis
im STRM-haltigen

Ubergangsmedium Medium
s«optimale» Nahrlésung 48 h
e- >
Ultraschall- . . A
transformation kaseinhydrolysathaltige Nahrlésung — 16 h ---—-—»
kaseinhydrolysathaltige Nahrlésung — 48 h --—-—-- *
(NH4)ZS04-haltige Nahrlésung — 48 h - *

Abb. 2. Ausbildung STRM-resistenter Varianten nach Ultraschalltransformation auf verschiede
nen Stickstoffquellen
«Optimale» Nahrlésung : wie in Abb. 1.
Kaseinhydrolysathaltige Nahrlésung : Grundnahrlésung + 1000 /ig/inl Kaseinhydrolysat
(NH42S04-haltige Nahrlésung : Grundnahrlésung + 500 //g ni! Ammoniumsulfat
STRM-haltiges Medium : Kaseinhydrolysat -f- 1 //gin1 STRM

+ : Variantenbildung

—: keine Variantenbildung

Der Umstand, dass diese zweite Phase durch Aussenfaktoren beeinflusst
werden kann, bietet die Mdglichkeit, den oben beschriebenen Mechanismus mit
jenem zu vergleichen, nach welchem sich die Resistenz in Gegenwart des Anti-
biotikums ausbildet. Der Vergleich der beiden Mechanismen ist auch deswegen
von Interesse, weil in den substrat- bzw. antibiotikumbedingten Verédnderungen
einerseits und in den transformativen Verédnderungen andererseits zwei biologi-
sche Grundsétze zur Geltung gelangen, ndmlich die Verdnderung des lebenden
Organismus 1. durch Aussenfaktoren und 2. durch die Wechselwirkung des
Stoffwechsels zweier genetisch verschiedener Organismen.

Diese Feststellungen ermdglichen folgende Fragestellung :

Auf welche Weise beeinflussen einzelne Faktoren— insbesondere einzeln
Aminosauren des Kaseinhydrolysats — die Ausbildung der STRM-Resistenz
wenn diese A) infolge der direkten Einwirkung von STRM oder B) infolge der
Wirkung von STRM-resistentem Zellenmaterial eintritt?
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A) Die Ausbildung der Streptomycinresistenz infolge Einwirkung von Streptomycin

Die STRM-Empfindlichkeit der Rhizobien ist nicht artspezifisch. Inner-
halb mehrerer untersuchter Arten fanden sich Stimme mit nahezu voller STRM-
Resistenz, dann solche, die nur Uber eine geringere Resistenz verfiigten, und
schliesslich auch ausserordentlich empfindliche Stdmme. Bei den empfindlichen
oder nur Uber eine geringe Resistenz verfiigenden Stdmmen war der Charakter
der Resistenzausbildung gleichfalls sehr unterschiedlich. Bei einigen Stdmmen
gelang es Uberhaupt nicht, eine starkere Resistenz hervorzurufen, wahrend sich
bei anderen in ein oder zwei Schritten sprunghaft eine Uberaus starke Resistenz
ausbildete.

Methodischer Teil

Auswahl der Stdmme :

Als Versuchsobjekte wurden Stamme gesucht, bei denen sich die Resistenz zwar rasch,
aber stufenweise ausbildet. Unter diesen wmrden ein mit H bezeichneter Rhizobium lupini-
Stamm und ein mit M bezeichneter Rhizobium meliloti-Stamm ausgewahlt. Einige Eigenschaf-
ten dieser Stamme sind in Tabell Il angegeben. Wie ersichtlich, unterscheidet sich ihr Stoff-
wechseltypus in mehrfacher Beziehung voneinander, so im Spektrum der als alleinige Stickstoff-
bzw. Kohlenhydratquelle verwendbaren Aminosauren, im Spektrum der Kohlenhydratquellen
sowie in ihrem Biotinanspruch. Das Wachstum des Stammes M ist langsam, das des Stammes
H rasch. Der Stamm H weist einen Kolonietypus auf, der sich von dem anderer Rhizobien, so
auch vom Stamm M, insbesondere in bezug auf seine Grosse charakteristisch unterscheidet.
Dagegen betragt die Streptomycinempfindlichkeit bei beiden Stammen weniger als 2 //g/ml.

Nahrlésungen :

In samtlichen Versuchen wurde fiir beide Stamme folgende Stammldsung benutzt (in
einer Menge von 2 ml je Rohrchen) : 45 g KH2P04-- 0,5 g KCl + 0,05 g MgS047H2 - 5,0 g
Glukose - 4,0 /g Ferriammoniumzitrat -f- 0,03 fig Biotin + 1000 ml dest. Wasser. pH 7,2.

Zu dieser Losung wurden die zu untersuchenden Stickstoffquellen in der fiir das Wachs-
tum optimalen Konzentration hinzugefiigt.

A usbildung der Resistenz :

Die Ausbildung der Resistenz erfolgte nach dem aus der Literatur wohlbekannten Ver-
fahren der Anwendung von Passagen in Anwesenheit steigender STRM-Konzentrationen.

Sie wurde auf folgenden Stickstoffquellen untersucht :

Stamm M : Kaseinhydrolysat, Ammoniumsulfat, Histidin, Asparaginsaure, 1-Lysin,
Arginin, Harnstoff.

Stamm H : Kaseinhydrolysat, Ammoniumsulfat, Histidin, Asparaginsaure, Glutamin-
saure, Arginin, Harnstoff, Zystin, dI-Serin, dI-Threonin, dI-Phenylalanin, dlI-Leucin.

Bezeichnungen:

Aus densich auf STRM selektierenden Variantenpopulationen wurden einzelne Varian-
ten durch Plattengiessen isoliert und mit «Rx» bezeichnet. Hierbei zeigt «X» jene STRM-Kon-
zentration in yMyml an, bei der die betreffende Variante ausgebildet wurde.

Experimenteller Teil

Die Ausbildung der STRM-Resistenz ist aus Abb. 3 ersichtlich. Zur bes-
seren Ubersichtlichkeit werden nur einige Kurven vorgefiihrt. Die {ibrigen unter-
suchten Stickstoffquellen ergaben Werte, die zwischen diese fallen. Es ist deut-
lich zu sehen, dass in der Entwicklung der Resistenz wesentliche Unterschiede
zwischen den einzelnen Stickstoffquellen bestehen. Bei beiden Stammen bildet
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Abb. 3. Ausbildung der STRM-Resistenz auf verschiedenen Stickstoffquellen. Die Stickstoff-

quellen in fur das Wachstum optimaler Dosierung. Passage des Stammes M nach jeweils 48 h,

des Stammes H nach jeweils 24 h. Die sich auf den verschiedenen Stickstoffquelleu und in den

verschiedenen STRM-Konzentrationen zeigenden Wachstumsunterschiede wurden durch Uber-

impfung méglichst gleicher Zellenmengen — festgestellt auf Grund der Extinktionswerte —
ausgeglichen

Stamm M Stamm H

Kaseinhydrolysat ------------
Ammoniumsulfat - ----------
Histidin

Lysin
Asparaginsaure
Glutaminsaure = — «— —
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sich die Resistenz am schnellsten auf Kaseinhydrolysat aus, doch ergibt beim
Stamme M das Lysin eine ebenso steile Kurve. Interessant dabei ist, dass dies
gerade jene Aminosaure ist, die vom Stamme H Uberhaupt nicht verwertet wird
(Tabelle 11 und I11). Eine weit flachere Kurve zeigt sich auf Ammoniumsulfat,
wéhrend es auf Asparaginsdure praktisch iberhaupt nicht zur Resistenzbildung
kommt.

Beim Stamme H bildet sich die Resistenz gleichfalls auf Kaseinhydrolysat
am schnellsten aus. Eine &hnlich steile Kurve konnte auf keiner einzigen der
untersuchten Aminosduren erhalten werden. Die Ausbildung der Resistenz
auf Ammoniumsulfat ist langsam, noch schlechter verlduft sie auf Asparagin-
saure und Glutaminsaure.

TABELLE I

Unterschiedliche biochemische Eigenschaften des Stammes M und H

Kolonietypus

W achstum

Biotinanspruch

Als einzige Stickstoffquelle nicht
verwendbare Aminosduren :
(Kohlenhydratquelle: Glukose)

Samm M

nach 48 h stecknadelkopf-
grosse, milchfarbige, fa-
denziehende Kolonien

langsam
gross

Glyzin, dI-Alanin, dI-Phenyl-
alanin, dl-Leucin, dI-Nor-
leucin, Glutaminsaure, dl-
Serin, Zystin, Methionin,
Threonin, Tryptophan

Nicht verwertbare Kohlenhydrat- Zitronensaure

quellen (Stickstoffquelle :
Kaseinhydrolysat)

Nicht verwertbare Kohlenhydrat- Zitronensaure, Ameisensaure,

quellen (Stickstoffquelle :
Ammoniumsulfat)

STRM-Empfindlichkeit
PEN-Empfindlichkeit

Weinsteinsdure, Oxalsaure,
Athanol

0,2 jUg/ml hemmt

5 Nig/ml hemmt

SammH

nach 24 h glanzende, erha-
bene Kolonien von 2—3
mm 0, nach 48 h solche
von 4—6 mm 0

schnell

Lysin

Ameisensaure, Weinsteinsaure,

Essigsaure, Oxalsaure,
Athanol

0,2 Py/ml hemmt
15 jMg/ml hemmt

Die Untersuchungen wurden auf der im «Methodischen Teil» angegebenen Grundnahr-

16sung durchgefihrt (nur bei der Bestimmung des Biotinanspruches wurde das Biotin weggelas-
sen). Hierzu wurden die zu untersuchenden Stickstoff- bzw. Kohlenhydratquellen in dreierlei
Konzentration hinzugefligt. Als nicht verwertbar wurden jene Quellen betrachtet, auf denen der
Stamm M nach 140 h und der Stamm H nach 72 h keinerlei Wachstum zeigte.

Untersuchte Stickstoff- und Kohlenhydratquellen :

Glyzin, dl-Alanin, dI-Phenylalanin, 1-Tyrosin, dl-Valin, dI-Norvalin, dl-Leucin, dI-Nor-
leucin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, dl-Serin, Zystin, Methionin, Threonin, Prolin, Histidin,
Tryptophan, 1-Lysin, Ornithin, Zitrullin, L-f-Arginin, Harnstoff, Ammoniumsulfat.

Zitronensaure, Bernsteinsaure, Apfelsaure, Essigsdure, Milchsdure, Weinsteinsaure,
Ameisensaure, Oxalsaure, Athanol, Glyzerin.
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TABELLE Il

Verwertung einzelner Aminosauren als einziger Stickstoffquellen
durch den Stamm M und H

Kaseinhydrolysat.............. M H
Histidin .o M H
Asparaginsaure................ M H
Glutaminsaure ................ (M) H
LYSIN o M
@ dI-Serin .o H
,7(,: Threonin .....cccccocevenrnee. H
? dl-Phenylalanin  ........ H
dl-Leucin.. H
O Zystin.ooooeeecee. H

Der Stamm H verwertet nicht das vom Stamme M gut verwertbare Lysin, dagegen ver-
wertet der Stamm M.nicht dI-Serin, dl-Leucin, Threonin, Zystin, dl-Phenylalanin und deren
Gemisch, die von Stamme H einzeln und auch gemeinsam verwertet werden.

Grundnéhrlésung s. im »Methodischen Teil«.

Indessen l&sst sich auch beim Stamm H eine Resistenzausbildung erreichen,
die der auf Kaseinhydrolysat fast gleichwertig ist, wenn mehrere Aminosduren
miteinander vermischt werden. Besonders interessant ist unter diesen das in den
Versuchen mit Nr. 3 bezeichnete Aminosdurengemisch, das sich aus Amino-
sauren zusammensetzt, die vom Stamme M nicht verwertet werden kdnnen
(Tabelle 111 und Abb. 4).

Zur Erkladrung der verschieden raschen Ausbildung der STRM-Resistenz
auf den einzelnen Stickstoffquellen konnte die Vermutung herangezogen werden,
dass in der N-Verwertung dieser resistent gewordenen Zellen Verdnderungen
eingetreten waren. Diesbezigliche Versuche ergaben jedoch, dass hinsichtlich
der Stickstoffquellen-Verwertungsféahigkeit zwischen den auf den verschiedenen
Stickstoffquellen entstandenen Varianten und dem Ausgangsstamme kein Unter-
schied besteht (Tabelle 1V).

Besprechung der Ergebnisse

Im Laufe der Versuche wurde also eine Aminosdure (Lysin) gefunden,
auf welcher der Stamm M unter den angewandten Versuchsverhdltnissen eine
optimale Resistenzausbildung zeigt und welche durch den Stamm H als alleinige
Stickstoffquelle Uberhaupt nicht verwertbar ist. Des weiteren wurde auch ein
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STRM

Abb. 4. Die optimale oder nahezu optimale Ausbildung der STRM-Resistenz auf einer durch den
anderen Stamm nicht verwertbaren Stickstoffquelle

Siehe Text der Abb. 3.
Aminosaurengemisch Nr. 3 : s. Tabelle IlI.

Stamm M Stamm H

Kaseinhydrolysat ~  =-eemeeeemeeeeeeee
Lysin S
Aminosaurengemisch Nr. 3.------ S

Aminosadurengemisch gefunden (Gemisch Nr. 3), das vom Stamm M nicht ver-
wertet werden kann, das aber beim Stamm H optimale Werte gibt. Die opti-
male Ausbildung der STRM-Resistenz wird also bei den beiden Stdmmen durch
jeweils andere Aminosauren gefdrdert. Diese Feststellung erdffnete interessante
methodische Mdglichkeiten fiir spatere Untersuchungen (s. Il11. Teil). Die Resi-
stenz der Varianten erwies sich selbst nach mehrmonatigen Passagen auf STRM-
freiem Schrégagar als bestdndig, wovon nur die aus den niedrigsten Konzentra-
tionen (0,5—2 [rg/ml) isolierten Varianten eine Ausnahme bildeten. Zwar
zeigten sich gewisse Schwankungen nach oben oder nach unten hin, doch blieben
diese im allgemeinen innerhalb der Grenzen derselben Grdssenordnurg.

In ihrer im Jahre 1952 verdffentlichten Arbeit wiesen Sevag und Ro-
sanoff [18] bei einem Stamm von E. coli eine dhnliche Rolle einzelner Amino-
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TABELLE IV

Vergleich der Aminosaurenverwertung der Ausgangsstamme und der auf verschiedenen
Stickstoffquellen ausgebildeten STRM-resistenten Varianten

Adsptierter Ausgpngsstamm STRVHesisterte \ariane
M MR
glﬁg é@% Hitidin  Lysin n% @?@}‘e Hdtidin  Lysin
su'
Ammoniumsulfat 200 150 150 200 _ 140 140 140 160
Asparaginsaure 200 140 140 160 — 140 140 140 130
Histidin 140 140 140 160 — 150 140 140 160
Lysin 150 140 180 160 — 120 140 140 110
H HR
Amp- .. Gua ich Aamo- .. Gua i
ni Hstidin  min- ni e Hstidin - min-
oy R mr R R o {Y
Ammoniumsulfat 310 180 380 180 250 250 200 380 210 280
Asparaginsaure 310 180 320 220 240 300 200 380 270 260
Histidin 310 180 400 230 260 280 240 400 220 250
Lysin 310 180 320 220 220 250 200 290 200 280
Gemisch Nr. 3 310 170 380 200 260 280 180 400 240 290

Die Ausgangsstimme wurden vor der Untersuchung in 3 Passagen an die zu unter-
suchende Stickstoffquelle adaptiert.

Die angegebenen Werte sind die im Longe-Kolorimeter ermittelten Extinktionswerte
(1000 X E), die beim Stamme M nach 72 h und beim Stamme H nach 48 h abgelesen wurden.
Wesentliche Unterschiede bestehen nicht.

sauren nach. Auch dieser Coli-Stamm bildete auf Ammoniumsulfat keine STRM-
Resistenz aus, doch verwerteten die auf verschiedenen Aminosauren entstan-
denen Varianten das Ammoniumsulfat bereits gut.

Es ist bekannt, dass sich in der Frage der Ausbildung der Resistenz gegen
Antibiotika zwei Auffassungen gegeniberstehen. Die eine sieht in ihr die Selek-
tion spontan auftretender Mutanten [15]. Dagegen ziehen Sevag und Rosanoff
aus dem Umstande, dass auf Ammoniumsulfat keine Varianten zustande kom-
men, die auf anderen Aminosduren ausgebildeten Varianten sie jedoch gut
verwerten, den Schluss, dass diese Erscheinung nicht mit einer Selektion sponta-
ner Mutanten erklért werden kann [18]. G&be es ndmlich in der urspringlichen
Population bereits STRM-resistente Zellen, so kénnte die Selektion auf Ammo-
niumsulfat ebenso erfolgen wie auf den als ginstig befundenen Aminoséduren.

Unsere Versuche bestdtigen den Standpunkt von Sevag. Die Erscheinung,
dass sich die STRM-Resistenz auf einzelnen Stickstoffquellen nicht oder nur in
einem geringen Ausmass ausbildet — obwohl die auf anderen Stickstoffquellen
entstandenen Varianten auch diese Stickstoffquellen verwerten —, l&sst sich



TRANSFOKMATIONSMECHANISMKN DEE RHIZOBIEN 65

wohl nur dann in Uberzeugender Weise erklaren, wenn man die Ausbildung der
STRM-Resistenz als einen Adaptationsprozess auffasst.

Natdrlich Gben auf einen Adaptionsprozess nicht nur die Stickstoffquelle,
sondern auch zahlreiche andere Faktoren einen wesentlichen Einfluss aus. So
konnte von mehreren organischen S&uren nachgewiesen werden, dass sie die
Ausbildung der Resistenz in unterschiedlicher Weise beeinflussen. Rei der
Deutung dieser Versuche mahnt jedoch die bekannte, STRM inaktivierende
Wirkung einiger organischer Sduren zur Vorsicht. B35 Bg, Bx und B12 fiihrten
in Orientierungsversuchen zu keinen signifikanten Abweichungen. Aus diesem
Grunde schien auch heider gleichgerichteten Untersuchung der transformativen
Veranderungen die Klarstellung der Rolle der Stickstoffquellen am zweckiné&ssig-
sten zu sein.

B) Die Ausbildung der Streptomycinresistenz unter Einwirkung streptomycin-
resistenter Zellsubstanzen

Die im ersten Abschnitt geschilderten Transformationen wurden ent-
weder zwischen Stdmmen verschiedener Rhizobienarten oder zwischen ver-
schiedenen Stdmmen ein und derselben Art hervorgerufen. Um jedoch den Trans-
formationsmechanismus mit dem eben geschilderten Adaptationsmechanismus
in Gegenwart von STRM vergleichen zu kdnnen, waren Kombinationen erfor-
derlich, bei denen sich die induzierende und die induzierte Komponente nur
in einer einzigen Eigenschaft, in der Empfindlichkeit gegen Streptomycin unter-
scheiden, wahrend die Ubrigen Eigenschaften, vornehmlich die [Adaptationsan-
spriche in bezug auf die Stickstoffquellen, miteinander tUbereinstimmen. Deswe-
gen wurde als induzierende Komponente die Zellsubstanz der aus dem in Ab-
schnitt A) beschriebenen Versuchen als STRM-resistent hervorgegangenen
Varianten verwendet und als zu induzierende Komponente die urspringlichen
STRM-empfindlichen Stdmme.

Methodischer Teil
Versuchsmaterial :

Induzierende Komponenten:

Agarkulturen von Varianten des Stammes M, die bei 5, 10, 50, 100 bzw. 200 /Mg/ml
STRM entstanden sind, wurden nach 48stiindigem Wachstum abgespiilt. Diese Suspensionen
wurden miteinander vermengt und das Gemisch im Lange-Kolorimeter auf E 0,1 eingestellt,
nachher mit Ultraschall aufgeschlossen und mit Hitze behandelt. Bezeichnung: Mr (Abb. 1)

Ein ebenso behandeltes Gemisch der bei 10, 100 bzw. 1000 ~g/ml STRM entstandenen.
Varianten des Stammes H ¢ Bezeichnung : Hr.

Als Kontrolle dienten die ebenso behandelten Suspensionen der Ausgangsstimme.

Induzierte Komponenten:
Suspensionen lebender Zellen der beiden Ausgangsstimme desselben Alters und dersel
ben Dichte.

B Acta Microbiologica Li/1—2.
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Transformation durch Ultraschallbehandlung :

Die Transformation durch Ultraschallbehandlung erfolgte nach dem im ersten Teil in
Abb. 1 dargestellten Verfahren. Das dort als «optimaler» Nahrboden bezeichnete Medium wurde
durch eine Nahrldsung ersetzt, welche die verschiedenen zu untersuchenden Stickstoffquellen
enthielt («Ubergangsmedlum») Die sich ausbildenden Varianten wurden durch Uberimpfung
in Kaseinhydrolysat-Nahrldsungen von verschiedener STRM-Konzentration nachgewiesen.
Aus diesen Variantenpopulationen erfogte die Isolierung der einzelnen Varianten. Wo der Varian-
tennachweis ein negatives Resultat zeitigte, Wurde die Uberimpfung aus dem Ubergangsme-
dium in die STRM enthaltende Nahrlésung wiederholt.

Transformation durch Penicillinbehandlung :

Die Transformation durch Behandlung mit Penicillin (PEN) wurde nach dem Prinzip
von Hotchkiss[9] durchgefiihrt. Die Transformation erfolgte hierbei nicht zwischen der STRM-
empfindlichen-Variante und dem Ausgangsstamm, sondern zwischen der STRM-resistenten
und der PEN-resistenten Variante des Ausgangsstammes.

Die Anwendung dieser Methode geschah in zwei Modifikationen :

a) Gemeinsame Zichtung der beiden Komponenten im PEN-haltigen Medium. Diese Modi-
fikation wurde beim Stamm M angewandt.

Zuerst wurde in Vorversuchen festgestellt, dass die Varianten des Gemisches Mp gegen
5 /tg/ml PEN empfindlich sind und dass sich der Abstand zwischen der bakteriostatischen und
bakteriziden Wirkung in engen Grenzen bewegt. Ferner wurde festgestellt, dass die mikro-
skopisch kontrollierbare Lysis der Zellen in Gegenwart von 10jUg/ml PEN vollstandig ist (Zellen-
dichte : E :0,1).

Danach v)vurden auf Kaseinhydrolysat aus dem Ausgangsstamm in Gegenwart steigender
PEN-Konzentrationen Varianten gezlichtet, die 100 //g.inl PEN gegenlber resistent waren.

Ferner wurde festgestellt, dass die PEN-resistente Variante gegen 0,2 /<g/m1STRM emp-
findlich blieb und die untersuchten Stickstoffquellen ebenso verwertete wie der urspriingliche
Stamm.

Im Hauptversuch wurden fiir jede Stickstoffquelle je 10 R&hrchen eingestellt, u. zw.
mit je 2 ml Nahrlésung und je 0,2 ml einer 48stiindigen Mp-Suspension (E :0,1).

Das erste Rohrchen wurde mit Mpen 100 geimpft und nach Zugabe von 10 /<g/ml PEN
bei 25°C inkubiert. Die Ubrigen Réhrchen wurden mittlerweile im Eisschrank gehalten. Nach
48 Stunden wurde eine Uberimpfung des Inhaltes des ersten Réhrchens in das zweite Rohr-
chen vorgenommen, wobei gleich viel PEN zugegeben wurde. Dies wurde so bis zur 10. Passage
fortgesetzt.

Die in den einzelnen Passagen auftretenden Varianten wurden in STRM- und kasein-
hydrolysathaltiger Nahrlésung selektiert.

b) Vorangehende Aufschliessung der induzierenden Komponente in PEN-haltigem Nahr-
boden. Diese Modifikation wurde beim Stamm H angewandt, bei dem nur hohe PEN-Konzentra-
tionen eine bakterizide Wirkung hatten. Aus diesem Grunde kam die gemeinsame Ziichtung in
einem PEN-haltigeh Medium nicht in Betracht.

Der Nahrlosung mit der zu untersuchenden Stickstoffquelle wurden 0,2 ml Itp-Gemisch
(E :0,1) und 100//g m1PEN je Rohrchen zugesetzt. Alle 10 Rohrchen wurden 24 Stunden lang
inkubiert. Eine mikroskopisch wahrnehmbare Lysis wurde nur bei einzelnen Zellen beobachtet.
Die Zellen wurden in allen 10 Roéhrchen durch Hitze abgetétet (1 Stunde bei 70°C), wodurch
gleichzeitig auch das Penicillin teilweise inaktiviert wurde. Das erste Réhrchen wurde nun mit
lipENASO beimpft. Nach 24stiindigem Inkubieren erfolgte die Uberimpfung in das nachste Réhr-
chen, und so fort bis zur 10. Passage. Die entstandenen Varianten wurden auch hier in STRM-
haltigem Nahrboden selektiert.

Nahrlésungen :

«Optimale» Nahrlésung s. unter «Methodischer Teil» im I. Teil dieser Abhandlung. Samt-
liche Gbrigen Nahrlésungen und Stickstoffquellen-Konzentrationen siehe unter «Methodischer
Teil» im Abschnitt A) des Il. Teils.

Bezeichnungen :

M und H : Ausgangsstamme,

Mp und Hp: Gemisch von Varianten, die sich bei verschiedenen STRM-Konzentrationen
ausgebildet haben,

Mp und tip aufgeschlossene und abgetdtete Zellen desselben Variantengemisches,

Mpen und Upen ¢ PEN-resistente Varianten.
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Bezeichnung der
Kombinationen : vor dem Pfeil induzierende Komponente, nach dem Pfeil induzierte Kom-
ponente (z. B.: Hft II).

Experimenteller Teil

Es wurde von der Beobachtung ausgegangen, dass sich bei der Ausbildung
der STRM-Resistenz auf transformativem Wege — also in Abwesenheit von
STRM — zwei Phasen unterscheiden lassen, namlich eine absorbative Phase
und eine zweite Phase, in welcher die eigentliche Variantenbildung vor sich geht
und in welcher eine oder mehrere Aminosduren des Kaseinhydrolysats eine be-
deutende Rolle spielen.

Dies war auch bei der durch STRM bewirkten Ausbildung der Resistenz
der Fall und dort konnten wir die Rolle einzelner Aminosduren bereits gesondert
untersuchen. Da unser Ziel der Vergleich der beiden Mechanismen war, wurden
auch beim Transformationsvorgang dieselben Stickstoffquellen eingesetzt und
noch durch eine nicht verwertbare Stickstoffquelle — auf der also die Zellen im
Ruhezustand verbleiben —merganzt. Zu diesem Zwecke verwendeten wir aus
Grunden, auf die wir im Ill. Teil zurickkommen, flur jeden der beiden Stdmme
jene Stickstoffquelle, auf welcher der andere Stamm unter STRM-Einwirkung
eine optimale Resistenzausbildurg zeigte.

Die diesbezliglichen Ergebisse sind in Tabelle V zusammengestellt.

Ohne die Einschaltung des Ubergangsmediums bilden sich auf Kasein-
hydrolysat -|- STRM keine Varianten aus.

Wahrend der Lag-Phase entstehen auf Kaseinhydrolysat noch keine Vari-
anten.

In der logarithmischen Phase bildeten sich bei beiden Stimmen Varianten
auf Kaseinhydrolysat und aufjenen Stickstoffquellen, auf denen die Ausbildung
der Resistenz auch unter STRM-Einwirkung am gunstigsten verlief. In keiner
der beiden Kombinationen bildeten sich Varianten auf jener Stickstoffgeuelle, auf
welcher sich auch unter STRM-Einwirkung keine Resistenz ausbildete. Ebenso
bildeten sich auch auf den nicht verwertbaren Stickstoffquellen keine Varianten.
In den Kontrollen — Ausgangsstamm allein behandelt — bildeten sich gleich-
falls keine Varianten.

Die Resistenz der Varianten ist sehr gering (0,5—2,0 /ig/ml). Dies ist uber-
raschend, da sich ja die induzierende Komponente aus Zellen zusammensetzte,
die gegen 10, 100, 200 usw. /tg/ml STRM resistent waren.

Das Ultraschallverfahren wurde deshalb angewandt, weil es zu sehr raschen
und immer reproduzierbaren Ergebnissen fiihrte. Spater war es dieses Verfahren,
das eine Trennung der zwei Phasen des Transformationsprozesses ermdglichte,
was bei Passagezichtungen undurchfuhrbar ist. Nichtsdestoweniger wurde der
Versuch gemacht, die obigen Feststellungen auch mit einer der tGblichen Passa-

5*



68 R. BALASSA

TABELLE Y

Ultraschalltransformation zwischen den STRM-resistenten Varianten und der Ausgangsform ein
und desselben Stammes

Ubergprgsnéiicing Vagem SRy VIR RS

MR M M =M Kontrolle)
%h %h
Kaseinhydrolysat.......ccccoeevrrviinnnns * - * —
Kaseinhydrolysat.......ccoeoeeeecrereinee. + | + —
Kaseinhydrolysat + 1 /tg/ml STRM — — —
LYSIN oottt + | + —
Ammoniumsulfat.. + 0,5 + —-
AsparaginSaure.......evvncrsnsinens + — + —
Gemisch Nr. 3 . — - — —
/I->H 1141 (Konirolle)
7h 7h
Kaseinhydrolysat.......ccccovviiivivrienne, * * —
Kaseinhydrolysat.......cccccovvvivirinenne, + 2 H —
Kaseinhydrolysat + 1 /tg/ml STRM - - — -
Gemisch Nr. 3 . . + 1 + -
Ammoniumsulfat.........c + -- + -
GlutaminSaure ........ccccovivieeicncnnns + — + -

Lysin

Bezeichnung der Kombinationen : vor dem Pfeil induzierende, nach dem Pfeil :
induzierte Komponente
Fett gedruckt : aufgeschlossene und abgetdtete Zellsubstanz.

Das mit Ultraschall behandelte Material wurde unmittelbar nach der Bestrahlung in
die Ubergangsnahrlésungen verteilt. Die Uberimpfung in 0,5—1—2—5 /tg/ml Kaseinhydro-
lysat enthaltende Medien erfolgte beim Stamme M nach 96 h, beim Stamme H nach 72 h. Eine
Ausnahme bildeten nur die mit * bezeichneten Proben, von denen die Uberimpfung wéhrend
der Lag-Phase vorgenommen wurde (beim Stamme M nach 20 h, beim Stamme H nach 6 h).

Die angegebenen Werte zeigen diejenige hochste STRM-Konzentration, bei der sich noch
Varianten bildeten.

Die Absterbekontrollen der induzierenden Komponenten M r und Hr (Tabelle I, Kontrolle
Nr. 2) sind hier nicht angefuhrt.

geverfahren zu dberpriufen, u. zw. durch Zichtung auf Autolysaten oder auf
mit Ultraschall aufgeschlossener Zellsubstanz.

Die Ergebnisse dieser Versuche bestatigten in allem die mit Ultraschalltrans-
formation erhaltenen Resultate, obwohl die Varianten — wie dies schon seiner-
zeit beobachtet wurde — erst nach mehreren, h&ufig sogar erst nach sehr zahl-
reichen Passagen auftraten und in einzelnen Versuchsreihen Ausfélle zu ver-
zeichnen waren.
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Sehr gute Ergebnisse wurden hingegen mit einem Verfahren erzielt, das auf
einer in ihren Einzelheiten uns nicht zuganglichen Methode von Hotchkiss
beruht und das hier kurz PEN-Transformation genannt werden soll. Hotchkiss
[9] gelang es, in einem PEN-haltigen Medium, in welchem die sich teilenden
PEN-empfindlichen Zellen zerfallen,zwischen PEN-resistenten|jund PEN-empfind-
lichen Pneumokokken Transformationen hervorzurufen. Der grosse Vorteil der
PEN-Transformation liegt darin, dass die Zellen gerade im Teilungszustand —
also in dem fur die Transformation wahrscheinlich ginstigsten Zustand —
aufgeschlossen werden und dass der wirksame Stoff unmittelbar auf Zellen
der gleichen Entwicklungsstufe Ubertragen wird.

Das Verfahren von Hotchkiss wurde in zwei Modifikationen weiter aus-
gebaut.

a) Aus dem urspringlichen Stamm wurden PEN-resistente Varianten
ausgebildet und die Transformation nicht in den Kombinationen Hr— H
und M r — M, sondern Hr—Hpen und M r—=Mpen durchgefihrt. Beim Stamme
M war eine gemeinsame Zichtung der beiden Komponenten mdéglich (siehe
Modifikation a) unter «Methodischer Teil»), Beim Stamme H wurde das
Verfahren in der Modifikation b) durchgefuhrt. Die Versuchsergebnisse sind
aus Tabella VI ersichtlich.

TABELLE VI

Transformation im PEN-haltigen Medium zwischen den STRM-resistenten, aber PEN-empfindli-
chen und den STRM-empfindlichen, aber PEN-resistenten Varianten ein und desselben Stammes

GRS 1 2 T®s 5 p 1 2 T% 5

MR MpEN M -»Mpgjy (Kotralle)
Kaseinhydrolysat 0,5 1 1
Lysin - 1 1 1 2 2 - - - - - -
Ammoniumsulfat - EE—— - 05 05
Asparaginsaure

11R —HPEN H —*HpE"j (Kortrolle)

Kaseinhydrolysat — — 05 1 2 2
Gemisch Nr. 3 — — — 05 05 05 _ _ _ - -

Ammoniumsulfat
Glutaminsaure

Die Passagen erfolgten bein Stamme M nach jeweils 48 h, beim Stamme H nach jeweils
24 h. Die Wachstumsunterschiede wurden auf Grund der im Lange-Kolorimeter ermittelten
Extinktionswerte durch die Menge der Uberimpften Zellen ausgeglichen. Der Nachweis der
Variantenbildung geschah in einem kaseinhydrolysathaltigen Medium, das STRM in einer
Konzentration von 0,5, 1, 2, 3 bzw. 5 Pg/ml enthielt.

Die angegebenen Werte zeigen diejenige hochste STRM-Konzentration, bei der noch ein
Wachstum zu beobachten war.



70 K. BALASSA

In der Kombination M R— M pen Hessen sich auf Kaseinhydrolysat bzw.
Lysin bereits nach einer bzw. zwei Passagen Varianten selektieren. Auf Ammo-
niumsulfat kam es erst viel spater und auf Asparaginsdure wahrend 10 Passagen
Uberhaupt nicht zur Bildung von Varianten.

In der Kombination Hp->-HpEN waren die Versuchsverhaltnisse etwas
weniger ginstig, da der Stamm H unter der Einwirkung von PEN nur eine geringe
Lysis zeigt und so nur wenige Zellen aufgeschlossen werden kdnnen. Doch
selbst in diesem Falle erschienen nach 4 bzw. 6. Passagen Varianten auf Ka-
seinhydrolysat bzw. auf Gemisch Nr. 3, wogegen auf Ammoniumsulfat und
Glutaminsdure innerhalb von 10 Passagen noch keine Variantenbildung wahr,
zunehmen war. Die Resistenz der ersten sich bildenden Varianten ist noch
niedriger als bei den Ultraschalltransformationen, steigt dann langsam an,
erreicht jedoch niemals einen héheren Wert als 3 /ig/ml.

Besprechung der Ergebnisse

Aus den gewonnenen Angaben koénnen mehrere Folgerungen gezogen
werden :

1. Als das mit Ultraschall bestrahlte Material auf die einzelnen N&ahrlo-
sungen verteilt wurde, war die Adsorption des fremden Zellenmaterials bereits
erfolgt.

2. Zu diesem Zeiptunkt hatten sich noch keine Varianten ausgebildet
(sonst hatten sie sich nadmlich im STRM-haltigen Medium unmittelbar vermehrt).

3. Die Varianten bildeten sich nur auf gewissen Stickstoffquellen aus.

4. Zur Variantenbildung eignen sich wahrscheinlich nur sich teilende
Zellen. Jedenfalls ist fur diesen Vorgang eine bestimmte Zeitspanne notwendig.

Die zweite Phase der Transformation ist demnach ein Adaptationsprozess
und verlauft als solcher nur unter Adaptationsbedingungen, die fir den Aus-
gangsorganismus gunstig sind. Hierdurch wird auch der scheinbare Widerspruch
erklart, dass STRM-resistente Varianten in Gegenwart von STRM nicht zu-
stande kommen.

Es entsteht nun die Frage, ob auch andere transformative Umwandlungen
von denselben Adaptationsbedingungen abh&ngen wie die Ausbildung der
Resistenz gegeniber STRM. Eine Antwort hierauf wird erst nach Vornahme
gleichartiger Untersuchungen anderer transformativer Erscheinungen (z. B.
Verwertung neuer Stickstoff- oder Kohlenhydratquellen, Verdnderung des
Biotinanspruches) mdglich sein.

Die hier beschriebenen Versuche fihren diesbezlglich zu einer Auffassung,
die im Widerspruch zu jener von Gratschewa[8] und von Timakow [22] steht.
Nach den Erfahrungen dieser Forscher spielen sich ndmlich die transformativen
Prozesse am erfolgreichsten auf Hungerndhrbdéden ab. Die zur Verfligung ste-
henden Angaben gewdhren leider keine Mdglichkeit, ihre Versuche genauer zu
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analysieren. Mdglicherweise handelt es sich nur um scheinbare Widerspriche,
indem diese Hungerndhrbdden entweder an fir den Adaptationsprozess nicht
essentiellen Faktoren defizient sind, oder aber spielen sie erst nach Ablauf dieses
Prozesses eine selektive Rolle.

Eine weitere interessante Feststellung bietet die auffallende Parallelitat des
Verhaltens auf den untersuchten Stickstoffquellen, einerlei ob sich die Res’stenz
unter Einwirkung von STRM oder von STRM-resistenter Zellsubstanz ausbildet.

Die Ausbildung der Resistenz infolge STRM-Einwirkung ist, wie oben ausge-
fuhrt, ein im weiteren Sinne des Wortes substratbedingter Adaptationsprozess.

Die Ausbildung der Resistenz infolge Einwirkung STRM-resistenter
Zellsubstanz ist, wie eben festgestellt wurde, in ihrer zweiten Phase gleichfalls
ein Adaptationsprozess, der durch fremde DNS ausgeldst wird.

Jeder Adaptationsprozess kann als Synthese eines neuen Nukleoproteids
aufgefasst werden. Demzufolge wéare d'e Rolle der untersuchten Stickstoff-
quellen in der Synthese des Proteinteils der Nukleoproteide zu suchen.

Diese beiden Mechan:smen der Resistenzausbildung dienten uns als Mo-
delle von Verdnderungen, die auf Einwirkung von Umweltfaktoren bzw. au
Einwirkung von Zellsubstanz abweichender genetischer Zusammensetzung
zustande kommen. Innerhalb des Rahmens unserer Versuche wurde zwischen
diesen beiden grundlegenden biologischen Prozessen eine wesentliche Uber-
einstimmung festgestellt. Worauf die niedrige Resistenz der sich bildenden
Varianten zurickzufiihren ist, bleibt vorderhand ungeklart.

Zusammenfassung des I1. Teils

Rei zwei Rhizobiumstdmmen von verschiedenem Stoffwechseltypus wur-
den einzelne Redingungen der Resistenzausbildung miteinander verglichen, u. zw.
A.) unter unmittelbarer STRM-Einwirkung und B) unter Einwirkung von
STRM-resistenter Zellsubstanz.

Letzteres ist ein Prozess, bei welchem sich zwei Phasen unterschjiden las-
sen. In der ersten Phase adsorbiert der umzugestaltende Organismus den frem-
den wirksamen Stoff. Diese Phase fuhrt noch nicht zur Ausbildung von Vari-
anten. Die zweite Phase stellt einen Adaptationsvorgang dar, in dem die unter-
suchten Stickstoffquellen dieselbe Rolle spielen wie bei der Ausbildung der
Resistenz infolge unmittelbarer STRM-Einwirkung. Dies deutet auf eine wesent-
liche Ubereinstimmung der beiden Prozesse hin.

I1l. Die transformative Ausbildung der Streptomycinresistenz zwischen zwei
Rhizobienarten

Die bisherigen, hier geschilderten Untersuchungen hatten zur Feststellung
gefuhrt, dass die STRM-Resistenz nur dann transformierbar ist, wenn die
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Adaptationsanspriche des Organismus befriedigt werden. In den bisher unter-
suchten Kombinationen gehdrten beide Komponenten demselben Stamme an
und unterschieden sich lediglich in einer einzigen Eigenschaft, ndmlich der
STRM-Resistenz der als induzierende Komponente eingesetzten] Varianten.
Ilhre Adaptationsanspriche waren demnach naturgeméss identisch.

Anders verhalt es sich, wenn die Transformation zwischen zwei Stimmen
verschiedener Arten durchgefihrt wird. Die untersuchten Adapfationsbedin-
gungen unserer beiden Versuchsstimme H und M waren verschieden (Abb. 3
und Tabelle V), wobei beide Stdmme Uberdies zur Variantenbildung gerade jene
Stickstoffquelle bevorzugten, die vom anderen Stamm uberhaupt nicht ver-
wertet wurde (Abb. 4 und Tabelle I11).

Welche sind nun die Komponenten, deren Adaptationsbestimmungen
sicherzustellen sind? In Kombinationen zwischen diesen beiden Stammen I&sst
sich diese Frage in extremis aufwerfen.

Vier Mdglichkeiten sind hierbei in Erwdgung zu ziehen :

1. Es sind die Adaptationsbedingungen der induzierten Komponente
sicherzustellen, da dies der variierende Organismus ist.

2. Es sind die Adaptationsbedingungen der induzierenden Komponente
sicherzustellen, weil sich der Stoffwechseltypus der sich ausbildenden Varianten
in ihrer Richtung modifiziert.

3. Es sind die Adaptationsbedingungen beider Komponenten zu be-
friedigen.

4. Die Variantenbildung geht unabhdngig von diesen Adaptationsbedin-
gungen vor sich.

Methodischer Teil
Versuchsmaterial :

Zwischen den Ausgangsstammen H und M wurden in der Kombination H —»M bereits
verschiedene Transformationserscheinungen nachgewiesen[5]. Aus diesem Grunde erschien es
wahrscheinlich, dass auch in den Kombinationen Hr -~ M und M r —, H, also bei Induktion durch
die STRM-resistenten Varianten der Stamme, Transformationen zustande kommen. Obwohl
sich unsere Versuche nur auf die Untersuchung der transformativen Ubertragung der STRM-
Resistenz erstreckten, boten die scharfen Unterschiede in bezug auf den Stoffwechseltypus der
beiden Stamme (Tabelle 11) die Mdoglichkeit, auch andere Veranderungen der entstandenen
Varianten nachzuweisen.

Transformationsverfahren :

Die Versuche wurden mit dem Ultraschalltransformationsverfahren in den Kombinationen
" r —> M und Mr-+H und mit dem PEN-Verfahren in der Kombination M r —- HpEN ausgeflhrt,
u. zw. letzteres Verfahren unter gemeinsamer Ziichtung in PEN-haltigem Medium auf die bereits
geschilderte Weise.

Samtliche Suspensionen (sowohl die induzierende wie die induzierte Komponente)
waren mit den im Il. Teil benutzten Suspensionen identisch, somit waren jene Kombina-
tionen Mr —M und Hr —H gleichzeitig auch Kontrollen der neuen Kombinationen. In den
Abbildungen werden sie nicht nochmals angegeben. Als weitere Kontrollen dienten die Kombi-
nationen H —=IMund M —H der Ausgangsstamme.
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Experimenteller Teil

Kombination Mr —H (Tabelle VII) :

TABELLE VII

Ultraschalltransformation zwischen zwei Arten (Siehe auch Text von Tabelle Y)

Rttt VecRm e VR R,

MR- H M —H (Kortrolle)
7h 7h
Kaseinhydrolysat........cccccccorvrivnnnn. H 2 + -
Kaseinhydrolysat + 1 /tg/m 1STRM + 1 — —
LYSIN e + 5 —
Gemisch Nr. 3 . + 1 —
Lysin -+ Gemisch Nr. 3 ... + 2 —
HRAM v (Korolle)
% h 1 %h 1
Kaseinhydrolysat........ccccocvivienniinnnns + 0,5 + -
Kaseinhydrolysat + 1 /«g/m1 STRM -f 1 - —
LYSIN e + 0.5 <) + —
Gemisch Nr. 3 .. -f 5 — —
Lysin + Gemisch Nr. 3 + 0,5 + —

Im Ultraschalltransformationsverfahren bildeten sich STRM-resistente
Varianten aus :

a) auf Kaseinhydrolysat und auf Lysin -f- Gemisch Nr. 3, also auf jenen
Stickstoffquellen, welche sowohl fur den Stamm H als auch fir den Stamm M
gunstige Adaptationsbedingungen gewahrleisten ;

b) auf Gemisch Nr. 3, also auf jener Stickstoffquelle, welche die Adap-
tationsmaéglichkeit fur die induzierte Komponente erschliesst;

c) auf Lysin, also auf jener Stickstoffquelle, welche vom induzierten
Organismus uberhaupt nicht verwertet wird und welche fir die Adaptation des
induzierenden Organismus glnstig ist ;

d) die Variantenbildung trat auch ein, wenn das mit Ultraschall behan-
delte Material unmittelbar nach der Ultraschallbestrahlung auf Kaseinhydroly-
sat -j- STRM gebracht wurde.
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Kombination H r -> M (Tabelle VII) :

Variantenbildung erfolgte :

a) auf Kaseinhydrolysat und auf Lysin Gemisch Nr. 3, also auf jenen
Stickstoffquellen, die fir beide Stamme glnstig sind ;

b) ebenso auf Gemisch Nr. 3, also auf einer fir den induzierenden Stamm
gunstigen Stickstoffquelle, die vom induzierten Organismus nicht verwertet
wird ;

¢) erfolgte nicht auf Lysin, das vom induzierenden Organismus nicht
verwertet wird, fur den induzierten dagegen gunstig ist ;

d) bei unmittelbarer Uberimpfung des mit Ultraschall behandelten
Materials kam es auf Kaseinhydrolysat -- STRM zur Variantenbildung.

Diese Feststellungen konnten mit keiner unserer Annahmen in Einklang
gebracht werden. Sie weisen nicht nur im Vergleich der beiden Kombinationen
Wi iderspriche auf, sondern stehen auch im Gegensatz zu den Schlissen, die wir
aus den im Il. Teil der vorliegenden Abhandlung geschilderten Erfahrungen
zogen, dass ndmlich die Ausbildung von Varianten von der Erflullung von Adap-
tationsbedingungen abhé&ngig ist. Es lassen sich aus ihnen auch keine Schlusse
anderer Art ziehen.

Eine merkwirdige Abweichung von den Transformationen innerhalb
desselben Stammes bedeutet auch, dass ein Teil der Varianten der hdchsten
untersuchten STRM-Konzentration gegenuber (5 /ig/ml) resistent war. (Die
nachtragliche Untersuchung der aus diesen Konzentrationsstufen isolierten
Varianten zeigte eine Resistenz von 50—100 /ig/ml.)

Hier lasst sich allerdings bereits insofern eine gewisse Gesetzmassigkeit
feststellen, als Varianten von grosserer Resistenz nicht auf jenen Stickstoff-
quellen entstanden, welche nur fur den induzierten Organismus gunstig sind.

Zu einer mdglichen Erklarung dieser sich widersprechenden Beobachtun-
gen fuhrte die Bestimmung der Kolonietypen der verschiedenen Varianten.

Die Kolonien der beiden Stdémme zeigen — wie aus Tabelle Il ersichtlich —
charakteristische Unterschiede.

Selektierten wir die in den verschiedenen N&hrlésungen entstandenen
Variantenpopulationen auf Kaseinhydrolysat -j- STRM, so verteilten sich die
beiden Kolonietypen nach Tabelle VIII.

Intermedidre Kolonietypen fanden wir nicht.

Kolonien vom Typus des induzierten Organismus bilden sich in der Kom-
bination M r —Hr (also Kolonien vom Typus H) unter jenen Adaptationsbe-
dingungen, die wir aus den Kombinationen innerhalb desselben Stammes (in die-
sem Falle Hr— H, Tab. V) schon kennen.

In der Kombination H r —M entstanden Varianten vom Typus des indu-
zierten Organismus (Typus M) uberhaupt nicht.

Dagegen bilden sich in beiden Kombinationen Varianten vom Koloniety-
pus des induzierenden Organismus aus, doch nur auf Stickstoffquellen, die vom
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TABELLE VIII

Kolonietypen von Populationen STRM-resistenter Varianten

Ubercprgréiviosurg Ko o erten
Kaseinhydrolysat M H
Lysin M -
Mr H Gemisch Nr. 3 (M) H
Lysin + Gemisch Nr- 3 M H
Kaseinhydrolysat + 1 (Mg/ml STRM M —
Kaseinhydrolysat A
Lysin —
Hr - tM Gemisch Nr. 3 H
Lysin + Gemisch Nr. 3 H
Kaseinhydrolysat + 1 pg/ml STRM H

Die Platten wurden aus den 0,5 /tg/ml STRM enthaltenden Proben gegossen.
(M) : nur vereinzelte Kolonien.

induzierenden Organismus verwertet werden kdnnen. Es spricht nichts dafiirt
dass sie einen Adaptationsprozess bendtigen. (Sie entwickeln sich unmittelbar
in STRM-haltigem Medium ohne Zwischenschaltung einer Adaptationsphase.)
Die verwertbaren Stickstoffquellen haben nur eine selektive Rolle. Diese Vari-
anten sind es, die Uber eine hdhere Resistenz verfiigen.

Von der Kombination M r —H wurden je zwei Varianten vom Typus
H und je zwei vom Typus M und von der Kombination H r -> M zwei Varianten
vom Typus H eingehender untersucht. Sie wurden mit den Ausgangsstimmen
vom Gesichtspunkt aller jener Stoffwechseleigenschaften verglichen Tabelle 11),
in denen sich die beiden Stdmme unterscheiden.

Abgesehen von einigen nicht charakteristischen Abweichungen stimmten
die Varianten vom Typus M hinsichtlich jeder untersuchten Eigenschaft mit dem
Stamm M und die Varianten vom Typus H mit dem Stamm H Uberein.

In der Kombination M r - H pen konnten beide Kolonietypen auch mit
der PEN-Methode nachgewiesen werden. Die Kombination Hr ~-M pen l&sst
sich mit dem PEN-Verfahren nicht einstellen.

Besprechung der Ergebnisse

Es unterliegt keinem Zweifel, dass die auf zweierlei Art vor sich gehende
Ausbildung der Varianten das Ergebnis zweier verschiedener Mechanismen ist.
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Nach der Einteilung Kalinas gehért der eine Mechanismus offensichtlich
in jene Gruppe, in der sich die Arteigenschaften nicht verdndern. Dies war in
den Kombinationen innerhalb desselben Stammes sowie in der Kombination
M R-*H zwischen verschiedenen Arten der Fall. Dieser Mechanismus weist
einen adaptiven Charakter auf.

Der andere Mechanismus ist in die 2. Gruppe Kalinas einzureihen. Die
entstehenden Varianten zeigen neue Arteigenschaften. Dieser ist nur in den
Kombinationen zwischen verschiedenen Arten anzutreffen. (In den Kombi-
nationen innerhalb derselben Art hatte er unmittelbar auf STRM-haltigem
Medium zum Ausdruck kommen miussen.) Dieser Mechanismus stellt keinen
Adaptationsprozess dar. Uber seine Bedingungen ist nichts bekannt.

In unseren Versuchen war der wirksame Stoff in Form von aufgeschlos-
sener und mit Hitze abgetdteter Zellsubstanz anwesend. Es ist also Tatsache,
dass dieser Uber eine gewisse Hitzeresistenz verfiigende Stoff den ganzen Stoff-
wechseltypus des induzierenden Organismus umgestaltet. Solche Erscheinungen
sind in der Problematik der Viren und filtrierbaren Formen nicht unbekannt.

Mit den Beziehungen zwischen Transformationserscheinungen und
filtrierbaren Formen haben sich bereits mehrere Forscher befasst. Silber [20]
und Gratschewa [8] beobachteten, dass die sogenannten primédren Kolonien der
filtrierbaren Formen stets im Umkreis der Kolonien der «Parastamme» (trans-
formierte Stdmme) erscheinen. Gemaéss ihrer Auffassung musste man also die
hier geschilderte Erscheinung so erkldren, dass sich die filtrierbare Form des
einen Organismus auf fremder lebender Substanz regeneriert hat. An Hand
der Salmonella-Transduktionen Lederbergs taucht ebenfalls die Maoglichkeit
der Gegenwart filtrierbarer Formen auf[13]. Klieneberger-Nobel berichten Uber
die grossere Hitzeresistenz der filtrierbaren Formen [11].

Als Hypothese kénnte demnach auch die Vorstellung in Betracht kom-
men, dass Verdnderungen adaptiver Natur, welche die Grenzen der Art nicht
Uberschreiten, durch Desoxyribonukleinsduren und Verdnderungen, die mit
Artumgestaltung einhergehen, durch Nukleoproteide hervorgerufen wurden,
welche gewisse Eigenschaften der lebenden Substanz besitzen. Der Beweis flr
diese Hypothese geht jedoch lber den Rahmen der vorliegenden Abhandlung
hinaus.

Von Interesse ist, dass jene Varianten, die eingehender untersucht wurden,
nicht nur in bezug auf ihren] Kolonietypus, sondern auch in anderen Stoff-
wechseleigenschaften keine Zwischenformen aufwiesen. Dies scheint die Annahme
zu bestétigen, dass sich Uberhaupt keine Zwischenformen auszubilden ver
maogen, weil jede Veradnderung entweder eine Variabilitdt innerhalb der gleichen
Art oder eine sprunghafte Umwandlung in eine andere Art darstellt. Die im
I. Teil geschilderten Versuche mahnen aber diesbezuglich zur Vorsicht. Die
Transformationen zwischen den verschiedenen Rhizobienarten worden nédmlich
dort nicht nur an Hand der Ausbildung von STRM-Resistenz nachgewiesen,
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sondern es wurden auch auf Grund anderer Verdnderungen Varianten selektiert,
von denen sehr viele intermedidre Stoffwechseltypen aufwiesen.

Zusammenfassung des Il1. Teils

Bei der Untersuchung der Transformation der STRM-Resistenz zwischen
verschiedenen Arten war es mdglich, zwei Transformationstypen zu unter-
scheiden. Zur KIlarung des Mechanismus des einen Typus konnte insofern ein
Beitrag geleistet werden, als dieser auf Grund der Versuchsergebnisse nunmehr
als Adaptationsprozess aufgefasst werden kann. Der Mechanismus des anderen
Transformationstypus ist noch voéllig ungeklart.

Es sei hier dem Leiter unseres Institutes, B. Gyorffy fir seine Unterstiitzung und Frau
1. Goth fur ihre technische Hilfe der beste Dank ausgesprochen.
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MEXAHN3M TPAHC®OPMALWN PN3OBENYMOB
P. Banawwa
Pesome

Pu306mymbl SIBNAIOTCA BeCbMa MoAXoAsaLluMm o6beKTamy AN UcCnefoBaHUs TpaHcdop-
MaLVOHHbIX SIBMIEHWIA BBUAY TOro, YTO B MpoLecce TpaHchopMauuy pasfiyHbIX BUAOB PU30-
6uyma HabnopaeTcs 6GONMbLUMHCTBO OMMUCAHHbLIX B CreunTepaTtype TpaHC(HOopMaLMOHHBbIX
ABNeHW. Tak, HanpuMmep, ObiM 0OHAPYXeHbl CAeayloLIne SIBMEHUS : CMOCOBHOCTbL 06paso-
BaHUs KybeHbKOB (BUPY/IEHTHOCTL), CMOCOBHOCTL CBA3bIBaHMS a3oTa (3(hheKTUBHOCTDL), HYBCTBU-
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TENbHOCTb K aHTMOBMOTMKAM, HECKO/IbKO APYrUX GMOXUMUYECKMX CBOWCTB U M3MEHEHUE aHTU-
reHHOM CTPYKTYpbl. 3MeHeHMs MHOr4a Kacasiucb TOMIbKO HEKOTOPbIX CBOWCTB, yalle pacrpo-
CTPaHANUCL Ha GONBLUMHCTBO M B HEKOTOPbIX C/y4vasix Ha BCE UCC/efyeMble CBOWCTBA.

Llenblo vccnefoBaHWii SIBASINCA aHaU3 MexaHu3ma TpaHC(hopMaLMOHHbIX MPOLLECCOB.
[ns Havana Havn6onee MOAXOASLLUM SIBNANOCH M3yYeHMe TpaHCcOpMaTMBHOIO 06pasoBaHus
PE3UCTEHTHOCTM K CTPENTOMULMHY, KOTOPOe MOXEeT ObITb COMOCTaB/IEHO C 06pa3oBaHUEM pe3u-
CTEHTHOCTU K CTPENTOMULMHY MOj4 [JeACTBMEM aHTMOMOTMKOB W TakuM 06pa3oM co3faeTcs
BO3MOXXHOCTb CPaBHUTENBHOIO MCCMe0BaHNS [BYX OCHOBHbIX MPOLECCOB : TpPaHCHopMaLmii,
NPOUCXOAALLNX NojA AelicTBUEM cybeTpaTa M Nof BAUSIHUEM K/ETOK YyXKOl HacneACTBEHHOCTU.

ObpasoBaHue TpaHChopMaTUBHOM PE3NCTEHTHOCTM K CTPENTOMUUMHY B MEPBYH 0Oude-
pefb M3y4yanocb Ha UCXOAHOM — YYBCTBUTE/IbHOM K CTPENTOMULUMHY — LUTaMMe M Ha pesuc-
TEHTHbIX MO OTHOLLUEHWKD K CTPENTOMULMHY Pa3HOBUAHOCTSAX TOrO e LWTaMma. ABTOp YCTa-
HOBWJl, YTO MeXaHM3M TpaHcopMaumn — AByXdasHblii npouecc. MepBoi (ha3o MOXET Ccuu-
TaTbcs (hasa agcopbumm, a BTopas asa sABASeTCS afanTalMoHHbIM NPOLECCoOM, B 06pasoBaHum
KOTOPOro 3HauuTeNlbHas Po/ib NPUHALIEKUT HEKOTOPbIM  aMUHOKMCIOTaM.

B OTHOLLEHMM 06pa3oBaHWA Pe3UCTEHTHOCTM K CTPENTOMULIMHY MoA [AelCTBUEM aHTU-
6MOTUKOB aBTOP BbISIBW/I, YTO OHO SIBMSIETCA TAKXKe afanTalyOHHbIM MPOLLECCOM, Ha KOTOpbIi
OKa3blBalOT AeWCTBUE Te XK€ aMUHOKMC/OTbI, KaK U Ha 06pa3oBaHMe TpaHchopMaTUBHOM pe3u-
CTEHTHOCTU. 3T0 06CTOATENLCTBO paspellaeT npeanonaraTb TOXAECTBEHHOCTb KaKUX-HUGYAb
a3 3TUX [BYX, Ha MepBbliA B3rNsiL COBEPLUEHHO Pa3/IMYHbIX MeXaHU3MOB.

Y [OBYX LUTaMMOB pu306Myma, MPUHaANexaliux K AByM pas/IMyHbIM BUJaM Y OT/iMvaio-
LKMXCS OAUH OT APYroro no xapakTepy 06MeHa BeLLecTB, HaboLaCh pasiMyHble MeXaHU3MbI
00pa3oBaHNsl PE3NCTEHTHOCTM K CTPENTOMULMHY. OfUH M3 MEeXaHM3MOB CXOAEH C BhbILLEONu-
CaHHbIM afanTauMOHHbIM MPOLECCOM W M3MEHEHMe KacaeTcsi TO/IbKO 3TOr0 OAHOr0 CBOMCTBA,
a BTOpOli He npefcTaBnsieT coboit afanTalMoHHOro0 MpoLecca M XapaKTepHOCTbIO ero siBNsieTcs
NosIHOE M3MeHeHVe Bufa LUTamMMa. ABTOpP npeanonaraet, 4To AN BO3HUKHOBEHUSI TaKoro
N3MEHEHUSI HE0OXOAMMO Ha/mume KPYMHbIX eAVHULL HYKIernpoTeMaHoOro xapakrepa.

MpuMeHsieMble 0 CMX NMOP NpY TPaHC(hopMaLUsiX MeToAbl aBTOP B CBOUX OMbITaxX 3aMeHUs
HOBbIM METOAOM TpaHcthopMauuy MyTeM YNbTPa3ByKOBOV 06paboTKM, MPeUMyLLECTBEHHOCTb
KOTOPO/ COCTOMT B TOM, YTO Y)e [Moc/e MepBoii 06paboTKM  BbISIBMSKOTCA pPa3HO-
BMAHOCTW, W pe3ynbTaTbl 3T MOTYT XOpOLUO BOCMPOM3BOAWUTLCS. C  MOMOLUBIO  [aHHOro
MeTOfia MpeACcTaBNsSETCA BO3MOXHOCTb pasfeneHns ABYX (ha3 MexaHu3Ma TpaHchopMaLuu.
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In spite of the wealth of data on the mode of action of penicillin, it has
not been established definitely which particular metabolic process of the sus-
ceptible organisms is affected by this antibiotic. In 1947, Krampitz and Werkmann
[L] "eported that washed Staphylococci, incubated over a prolonged period,
would dissimilate their ribonucleic acid and that in its initial phases this
process was inhibited by penicillin. Similar results were reported for Clostridium
sporogenes by Gros and Macheboeuf[2]. In 1949, George and Pandalai[3] demon-
strated that the penicillin effect was inhibited by Mg-ribonucleate. Similar
evidence was reported for yeast excracts rich in nucleic substances by Chat-
taivay et al. [4]. Pratt and Dujrenoy [5,6 ] are of the opinion that the main fea-
ture of the penicillin effect is the blocking of mononucleotide dephosphorylation.
Mitchell[l], Valyi-Nagy and Zabos[8] and later Mitchell and Moyle [9, 10]
have repeatedly established that penicillin interferes with nucleotide metabolism.
The different phases of bacterial growth are accompanied by characteristic
changes in nucleotide metabolism. [11, 12, 13, 14, 15]. The nucleic metabolism
processes observable in the different phases of multiplication of the normal cell,
und their interrelations, brought up the question whether penicillin had a specific
effect on them and if so, what would be the physiological consequences of this
effect.

On the basis of the above considerations, experiments have been perform-
ed in which the effects of penicillin on the nucleic metabolism of Staphylo-
coccus have been studied in the different phases of bacterial growth.

Methods

A strain of Staphylococcus aureus (M. pyogenes Duncan) was used. Nucleic acid and its
derivatives were determined by the method of Schmidt and Thannhauser [16] in some experi-
ments, and by direct spectrophotometry as recommended by Mitchell [17] in others. In most
instances a slightly modified version of Knight's semi-synthetic medium was employed. This
medium was composed of Casamin Wander, 5 g ; glucose, 5 g ; sodium citrate, 1,6 g; ferri-
ammonium citrate, 0,001 g ; sodium sulphate, 0,1 g ; Na2HPO04, 7,1 g ; NaH2P 04, 7,8 g ; KCI
0,02 g ; MgCI2 0,042 g ; distilled water 1000 g. After adjusting the pH to 7,2, the medium was
sterilised at 125°C for 30 minutes and 0,00125 g of nicotinic acid amide and 0,00025 g of aneurin
were added.
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In some experiments broth containing 1 per cent glucose was used. The bacteria were
grown in sphericalflasks of 1 to 5litre capacity, sealed with a cotton wool stopper through which
two glass tubes were inserted. One served for the introduction of sterile air to ensure aerobic
conditions and the other for sampling. In those cases where the Schmidt— Thannhauser method
was used, the inocula had to be large since this method requires a high amount of cells in the
initial stage of growth. In general, the inocula were obtained from a preculture of 1 litre volume.

In direct spectrophotometry a considerably smaller amount of cells is required and in our
experiments the cells derivable from a 50 ml preculture proved to be sufficient. The preculture
was centrifuged under sterile conditions in order to remove traces of the culture medium. The
mass of cells was washed with a few ml of distilled water suspended in the sterile medium
employed in the experiment and used for inoculation. The dry weight of the inoculum was
determined in every case.

Values yielded by analysis were referred to dry weight of Staphylococci. Dry weights were
estimated by the turbidimetric method of Mitchell and Valyi-Nagy [18]. This method, in
which a DU Il Beckmann spectrophotometer is used, was subjected to revision in later work and
it was shown by Szabo, Csoban and Valyi-Nagy[19] that even with normal cells, the turbidimetric
method of estimation of staphylococcal dry weight yielded results influenced by a variety of
factors. The nucleic acid changes in the different growth cycles are, however, of such an order
of magnitude that exceeds the limits of error of spectrophotometry, so that it was possible to
use the original method.

The experimental procedure was as follows. The organisms were grown in an incubator
at 37°C. After inoculation, circulation of sterile air was started without delay, with the additional
advantage of ensuring continuous mixing of the culture.Samples to be tested for growth rate and
for nucleic substance content were taken at the onset of incubation and subsequently in inter-
vals of 30 to 60 minutes. The samples taken were immediately cooled to 2—5°C in order to pre-
serve them in their actual state.

At a certain stage of growth the culture was divided into two parts under sterile condi-
tions. To one part penicillin was added while the other part served as control. The concentration
of the crystalline penicillin G used was 1 fig per 1 ml culture.

In some experiments, as already mentioned, the Schmidt— Thannhauser method was used
for estimating nucleic acids and their derivatives[16j. Fractionation was carried out by the origi-
nal method, but for separating the fractions centrifugation was given preference over the orthodox
filtration technique. The cell suspension was pipetted into a normal-bore centrifuge tube and
centrifuged at 3500 r.p.m. The Staphylococcus-mass was repeatedly washed with distilled water,
with repeated centrifugation. The cells so prepared were tested forribonucleic acid (in the follow-
ing: RNA), desoxyribonucleic acid (DRNA) and free nucleotide (Nt) contents by the Schmidt-
Thannhauser method. The material to be analysed remained in the same centrifuge tube from
the beginning of the examination until the very last step in the procedure, in order to reduce
the sources of error. Phosphorus was estimated by Fiske and Subbarow’s method[27].

In experiments employing spectrophotometry for the estimation of nucleic substances,
the total volume of the cultures was usually 1000 ml. Samples of 1 to 100 ml volume were ob-
tained and treated as described above. The amount of distilled water for suspending the washed
bacteria was so chosen that in the Beckmann spectrophotometer the suspension gave an extinc-
tion value of between 0,09 and 0,120, at a wave length of 350 mft. This extinction range was
used also for plotting the gravimetrically controlled dry weight curve. The method described by
Mitchell [17] was employed in the rest of the procedure and the percentage of dry weight of
nucleic substances was calculated according to the same author!17].

In preliminary experiments the bacterial suspension was tested for acidsoluble nucleotide
fraction (free nucleotide fraction Nt) on the basis of extinction shown at a wave length of 260 mft
after treatment with cold trichloracetic acid.

Experimental

In Fig. 1 are shown the results of one representative experiment. It can
be seen that during a complete growth cycle of the Staphylococcus culture,
intracellular Nt (nucleotide) and nucleic acid (na) show characteristic quantitative
changes. If there is a sufficiently long lag phase it becomes possible to estimate
the Nt and total nucleic acid contents (Nt -f- na, in the following NA) with a
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high degree of accuracy by the Mitchell method. This phase is characterized
by a low growth rate and by a low na concentration in the cells, with a simul-
taneous increase of Nt. Right ac the beginning of the logarithmic phase the intra-
cellular Nt content begins to decrease at a constant rate. In the lag phase the
increase in na is relatively negligible. The beginning of the logarithmic phase
on the other hand, is marked by a sudden rise in na. The na content of the
cells may increase to as much as four times the original within a matter of
one or two hours. The maximum na content will be observed at the middle or

hours

hours

Fig. 1. Nucleic substance values in per cent of
Staphylococcus dry weight. Dw: dry weight,
Nt: acid fraction, na : nucleic acid. Solid line :
normal culture. Broken line : penicillin-treated
culture. Determination by spectrophotometry

Fig. 2. Nucleic substance values in per cent
of Staphylococcus dry weight. Dw : dry
weight, RNA : ribonucleic acid, DRNA :
desoxyribonucleic acid.
Solid line : normal culture.
Broken line : penicillin-treated culture.
Determination by the Schmidt—Thannhauser

method

in the second third of the logarithmic phase, when it begins to decline, first,
rapidly and then slowly.

Penicillin added to cells which are in the logarithmic phase of growth
brings about an immediate drop in the multiplication rate. The cells keep on
dividing for another 60 minutes, but the reduction in growth rate becomes
evident. On penicillin the Nt content increases rapidly during the first few
hours and at a lower rate later on, but the Nt level at the end of the experiment
is still higher than that of the controls. In the logarithmic phase penicillin causes

6 Acta Miciobiologica I1/1—2.
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a very slight initial increase, followed by a decrease of intracellular na more
rapid than that in the controls.

The Mitchell method lends itself for the determination of NA and also of Nt,
but not of RNA and DRNA. The various fractions of nucleic acid may be sepa-
rated by the Schmidt-Thannhauser method. In the experiment illustrated
in Fig. 2, the latter method was used. Untreated cells vary in RNA con-
tent more considerably than in DRNA content. For the changes in the na
content due to penicillin the RNA component is responsible, there occur-
ring no characteristic changes in the DRNA content of peniAllin-treated cells.

A comparative study of the results shows that the NA values determined
by the Schmidt—Thannhauser method are always higher than those obtained
for the same sample by the Mitchell method. According to Mitchell and Moyle
[20, 21], Gram positive organisms contain an organic phosphorus fraction (XP)
that in the Schmidt-Thannhauser method separates together with the phos-
phorus fractions of RNA. The na value estimated on the basisof the phosphorus
content is, consequently, on the average 25 per cent higher than that deter-
mined by spectrophotometry. In our comparative tests the mean NA content
of the inocula was 8.6 per cent by spectrophotometry and 10.4 per cent by the
Schmidt-Thannhauser method.

An analysis of the above discrepancy between the residts obtainable by
the two methods revealed that, within the range between the maximum and
the minimum in a complete cycle, the variation of the na content depends
on the size of the inoculum. The larger the inoculum, the smaller the range be-
tween maximum and minimum na values during the growth cycle. (Percen-
tual values referred to dry weight).

In spite of the fact that the majority of data in the pertaining literature
emphasizes that penicillin is effective against actively multiplying cells only,
we extended the investigations to growth phases other than the logarithmic
one. In the lag phase of Staphylococcus cultures no changes occur in the dry
weight curves on the effect of penicillin, in accordance with anticipations
(Fig. 3). In this phase the cells accumulate considerable amounts of Nt, com-
posed mainly of mononucleotides, nucleosides and purin derivatives. At the
end of the lag phase the cells of the culture increase their polymeric na concen-
tration, while the Nt fraction is adjusted to a lower level. On the effect of peni-
cillin the level of the Nt fraction becomes higher than in the controls, without
any substantial change in the na content.

In further experiments Staphylococcus in the resting phase of growth
was treated with penicillin and examined for changes in the nucleic acid meta-
bolism. It was found that after an insignificant decrease the na level rose sligthly
while the Nt content was similar to that of the controls (Fig. 4).

The relation of Nt to na, followed closely during the entire growth cycle,
is most characteristic of changes in the nucleic substance. In Fig. 5 are shown
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Fig. 3. Nucleic substance values in per
cent of Staphylococcus dry weight. Dw :
dry weight, Nt : acid fraction, na : nuc-
leic acid, NA : total nucleotide
Solid line : normal culture
Broken line : penicillin-treated culture
Determimation by spectrophotometry
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Fig. 4. Nucleic substance values in per
cent of Staphylococcus dry weight. Dw :
dry weight Nt : acid fraction, na :
nucleic acid
Solid line : normal culture
Broken line : penicillin-treated culture
Determination by spectrophotometry

0 2 A 6 8 10 12
hours

Fig. 5. Ordinate : Nt/na ration calculated on
the basis of Nt and NA percentages
Abscissa : time in hours
Solid line : normal culture
Broken line : penicillin-treated culture
Determination by spectrophotometry
L : duration of lag phase in minutes
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the changes of the Nt/na ratio for a culture of Staphylococcus with a prolonged
lag phase. During the lag phase the ratio was about 1, with its value steeply
rising at the end of the phase. During the first transitory phase of growth
the value of the ratio drops suddenly. The beginning of this drop and the end of
the lag phase are simultaneous. As a rule, the Nt/na value is less than 1 during
the logarithmic phase. These results were obtained in experiments using inocula
in which the age of the cells was 36 to 48 hours. When younger cells are used,
the first part of the curve showing the changes of the Nt/na ratio illustrated in

Fig. 6. Ordinate : Nt/no ratio calculated on the basis of Nt and NA percentages
Abscissa : time in hours
Solid line : normal culture
Broken line : penicillin-treated culture
Determination by spectrophotometry
L : duration of lag phase in minutes

Fig. 5 is absent, due to a shortening or absence of the lag phase. Illlustrative
of this are Figs 6 and 7, in which the Nt/na curves for an experiment made with
16 hour old cells are shown. Only the descending branch of the curve is present.
If the cells of the inoculum are in the logarithmic phase of growth, the lag phase
falls out and during the entire period the value of the Nt/na ratio remains
below 1, as shown in Fig. 7. Penicillin treatment shifts the ratio in favour
of the numerator in every case, i. e. the value of the ratio will be higher.

In order to test the specificity of the penicillin effect, experiments
were made in which cells of Staphylococcus aureus Duncan were treated with
streptomycin or mercury chloride under identical experimental conditions
as those in the experiments with penicillin. Illustrative of such an experi-
ment is Fig. 8, from which it can be seen that these agents affected the
na content of the cells in a manner that resembled closely the penicillin
effect. Penicillin leaves the Nt content at a level higher than normal, stre-
ptomycin and mercury chloride reduce it to below the normal. From this
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6 B w

hours
Fig. 7 .Ordinate : Nt/na ratio calculated on the basis of Nt and NA percentages
Abscissa : time in hours
L : duration of lag phase in minutes

Solid line :

normal culture

Broken line : penicillin-treated culture
Determination by spectrophotometry

Fig. 8. Nucleic substance values in per cent
of Staphylococcus dry weight. Dw : dry
weight, Nt : acid fraction,
na : nucleic acid
Solid line : normal culture
Broken line : culture inhibited with the agent
specified in the figure
Determination by spectrophotometry

hours

Fig. 9. Nucleic substance values in per cent
of Staphylococcus dry weight. Dw : dry
weight Nt: acid fraction, na: nucleic acid, N :
»non-nucleotide N« content of Staphylococ-
cus, g per mg dry weight
Solid line : normal culture Broken
line: penicillin-treated culture. Determination
by the Schmidt-Thannhauser method



86 T. VALYI-NAGY, G. CSOBAN and P. ZABOS

it follows that the changes in the value of the Nt/na ratio on the effect of
penicillin cannot occur with streptomycin or mercury chloride.

In some experiments the total nitrogen content of the cells was also deter-
mined in different phases of growth. From this the N value corresponding to
that of NA was subtracted (the amount of N per 1 P atom in the tetranucleotide-
structure was used in the calculations). The shape of the curves in Fig. 9 illus-
trates thatthesudden rise of »non-nucleotide N« occurs at the peak of RNA synthe-
sis, and slowly declines thereafter. The peak of RNA synthesis is reached at the
most active phase of cell division, i. e. the quantitative increase of bacterial
proteins corresponding to the «non-nucleotide N» sets in at an advanced stage
of RNA synthesis. This observation is in agreement with the results obtained
by a different method by Caspersson [11], who also found that RNA synthesis
preceded the synthesis of cell proteins. Similar findings were reported by Malmgren
and Heden [12]. They are also of the opinion that NA synthesis occurs prior to
the synthesis of cell substances. Penicillin increases considerable the amount
of intracelular »non-nucleotide N«.

Discussion

The findings reported confirm in many relations the results obtained by
earlier workers [9, 10, 7, 17, 18]. Young bacterial cells capable of division are
rich in NA, which consists of RNA in the first place [14, 13]. At the end of the
lag phase and at the beginning of the logarithmic phase na production prepon-
derates over cell division. Later the growth rate surpasses the rate of na produc-
tion. From this it follows that cells taken from young cultures contain more na
than cells originating from cultures in the terminal logarithmic phase or in
the resting one. At the beginning of the lag phase there is a low
intracellular na level and the Nt content is relatively high. During the
multiplication cycle the equilibrium between nucleic substances shifts, as
best illustrated by the changes in the Nt/no ratio. On the basis of these
changes it can be stated with certainty that in the lag phase preparatory to
midtiplication nucleic acids supply the major part of the NA content of cells.
On further propagation the equilibrium suddenly shifts in favour of na, as
shown by the sudden rise of the value of the Nt/na ratio. After reaching a maxi-
mum, this ratio drops steeply, indicating the increased rate of na synthesis
which begins at the end of the lag phase. The logarithmic phase of cell multipli-
cation is thus preceded by Nt accumulation in the cells. In the logarithmic phase
the value of the Nt/na ratio drops below 1 and shows only very little variability.
This change appears to indicate that for the autocatalytic initiation of protein
synthesis in the cytoplasm a dynamic equilibrium must exist between Nt and na.
In conformity with this observation is the behaviour of the »non-nucleotide N«
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fraction. This begins to increase in quantity after the onset of na polymerisation
i. e. simultaneously with the beginning of protein synthesis in the cells. The
course of changes in the Nt/reo ratio is disturbed by penicillin w'hich brings
about an increase of cellular Nt at the expense of na.

The experiments have shed light on another important effect of penicillin.
Penicillin makes the »non-nucleotide N« per »nucleotide N« ratio shift in
favour of the numerator. In normal cells this ratio decreases at the end of the
lag phase and during the first two-thirds of the logarithmic phase and increases
during the rest of the imdtiplication cycle. Our observation that prior to the
logarithmic phase the synthesis of Nt and na predominates over that of pro-
teins in the bacterial cell is in agreement with the findings of the Scandinavian
authors cited above [11, 12]. In older cells this ratio shifts in favour of protein
production. The nature of the excess »non-nucleotide N« fraction brought about
by penicillin is not known. Hotchkiss [22] incubated washed Staphylococcus
with penicillin, in a buffer solution containing amino acids and glucose. Under
these conditions a 10 to 30 per cent excess of N was found in the cells, at the
expense of the extraneous sources of nitrogen. According to Hotchkiss, penicillin
would modify the protein-synthetising capacity of cells and although no excess
of protein is demonstrable in the cells, assimilation of larger-molecule peptides
occurs in the incubation fluid. Our experimental conditions were different,
but it may also be assumed that the »non-nucleotide N« fraction found in
penicillin-treated cells corresponds to some w»pathological« protein product.

On the basis of the results reported by Morse and Carter [23], and on strength
of personal experience, Pratt and Dufrenoy[5, 6] came to the conclusion that
normally growing cells synthesise mainly RNA during the lag phase, which,
according to our own experiments, cannot he considered to be uniform with
respect to nucleic substance synthesis. In the early part of the lag phase, prepon-
derantly bases, and eventually nucleotides and nucleosides, are produced. The
synthesis of na begins only after the rate of this base-synthesis has surpassed
a certain level and only after that will the cells begin to multiply at a rapid rate.
This observation confirms the data reported by Mitchell and Moyle [9, 10]. The
penicillin-induced changes of metabolism have been studied in washed suspen-
sions by some authors and under conditions aphysiological for the cells by
others. This may account for the contradictory findings. In our opinion it is only
the study of the nucleic acid metabolism of the developing Staphylococcus that
may give aproper picture of the penicillin-induced changes. The metabolic dis-
turbance induced by penicillin is not due to the blocking of a single process, but
is the result of a dissociation of a series of simultaneous processes.

The progressive decrease of the RNA components on exposure to penicil-
lin is not a specific feature. Neither is it justified to assume, as some authors
do [1, 2, 5, 6], that the one and only site of action of penicillin would be the
enzyme (phosphatase) playing a role in the catabolism of mononucleotides.
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Our experiments seem to show that the cardinal feature of penicillin action
consists in a disturbance of the dynamic equilibrium between the three main
components playing a part in cell divison, Nt, na and protein, insofar as the na
content is reduced, the Nt increased. The disturbance in the equilibrium of
synthesis may account for the production in the cells of a pathological protein
fraction or of a peptide.

In future investigations concerning the effect of penicillin we attribute
a basic significance to the experiments of Maas and Johnson [24], as well as to
those by Cooper and Rowley [25]. These authors have proved that the cells are
capable of binding a well defined quantity of penicillin. According to this, the
biologically young cell would possess a component reacting with penicillin. It
may be assumed that this component is a cell-metabolite enzyme not yet isolated
or some other substance of protein nature. In this respect a certain significance
must be attributed to the observation of Jeney [26] that it is the non-natural
serine component of penicillin which enters the bacterial protein. Whatever
this substance, it probably plays an important role in the regulation of the
interrelated processes of cell metabolism. It may be assumed that this cell com-
ponent, present in minute quantities, is inhibited by penicillin and as a result
a dissociation of metabolic processes indispensable in the multiplication of cells
occurs.

SUMMARY

Normal and penicillin-treated cultures of Staphylococcus aureus Duncan were examined
for changes in nucleic metabolism. It was found that under normal conditions in biologically
young cells the nucleotide per nucleic acid ratio shifts in favour of the numerator while in old
ones the shift occurs in favour of the denominator. On the effect of penicillin, the ratio shifts in
favour of the numerator. During normal cell growth the rapid increase of »non-nucleotide N«
(mainly bacterial protein) starts at the peak of polynucleotide fraction production. On the
effect of penicillin the »non-nucleotide N« per »nucleotide N« ratio shifts in favour of the nume-
rator. This is thought to be due to the production of some »pathological« protein by the cells.
During the normal growth cycle a certain regularity was observed in the chronological succes-
sion of the intensity of intracellular processes. The beginning of nucleic acid synthesis appears
to be bound to a certain threshold level of nucleotide fraction synthesis, while later another
critical point of nucleic acid synthesis will mark the beginning of the »non-nucleotide N« synthe-
sis. These interrelated processes are disorganized by penicillin.
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OENCTBME MNEHWUMNNMHA HA OBMEH BEWECTB HYK/JEWHOBOW
KUCNOTbl KY/NIbTYP STAPHYLOCOCCUS AUREUS

T. Baiin-Hagb, I'. YobaH n A. 3a60T

Pestome

ABTOpbI CPaBHMBa/IN U3MEHEHUS1 HYK/eMHOBOIN0 06MeHa B HOpPMasibHbIX U B 06pabo-
TaHHbIX MeHUUMAIMHOM KynbTypax Staphylococcus aureus Duncan. OHW onpefenunn, 4To
npy HOpMasibHbIX yCn0BUAX nponopuus Nt/na B 610M0rMyYecku Monofblx KeTKax cmellaeTcs
B CTOPOHY YMUCNNTENS, a B 60siee CTapbIX KeTKax — B CTOPOHY 3HameHaTens. Mo aeicTeuemM
neHUUMNMHa npornopumsi Nt/ma cmelLaeTcsi B CTOPOHY uYMcnnUTens. B npouecce HOpMasbHOro
PasMHOXeHUA KNeToK OypHOe pasMHOXeHMe »He HyKneoTuaHo N« — chpakumm (B npeobna-
Jatolleil mepe 6enok 6akTepuid) HacTynaeT Ha Ky/MbMWHAUMOHHOM Touke 06pa3oBaHWs Mou-

. . HYKNeoTUAHbIA N«
HYK/1IEOTUAHON (hpakumn. Tlog AelicCTBUEM MEHULUANMHA MNPOMOPLUUSA »He ' »HYKNEOTUAHbIN N«
CMeLLaeTCss B CTOPOHY UYMCANUTENSA © K/ETKM BepPOsiTHO 06pasyloT »MaTofornyeckoe« 6enkono-
[06HOe BelecTBO. [MpU HOPMasIbHOM LMK/E Pa3MHOXEHWSI HabMofaeTCa ONpefenieHHbI nopsi-
[OK BO BPEMEHU WHTEHCMBHOCTWM MPOMCXOAALLMX B KeTKax npoueccoB. Hayano cuHTesa
HYK/IEMHOBOW KMCMOTbl K/ETOK CBSI3aHO C OMpefenieHHOW npefenibHOW BEMYMHON  CUMHTEe3a
tpakum Nt. B TeyeHue fJanbHelilllero pasBUTWS, Ha HOBOW KPWUTWMUECKOW TOYKE CUHTE3a
HYK/IEMHOBOIM KWCNOTbl HauMHaeTcs 06pa3oBaHUe »He HYKNeoTuaHoh N« — cdpakumun. Mog
[eACTBMEM MEHULMIIMHA 3TU — CBSI3aHHble MeXAYy CO60M — 4YacTWuHble MpoLecchbl Ae3op-
raHu3syHTCs.






PRODUCTION OF ANTITETANUS SERUM IN CATTLE

P. OLAH
Phylaxia State Serum Institute, Budapest

(Received December 5, 1953)

Serum used for preventive inoculation against tetanus is mostly produced
in horses. In view of the risk of the anaphylactic shock which may follow repeated
administration of horse serum, attempts have since long been made to use other
animal species, i. e. mules, cattle, sheep, goats, for the production of tetanus
antitoxic serum.

By virtue of their great body hulk, cattle seemed suitable for serum
production. In spite of this, only few pertaining data are known. It was thought
that a serum of low protective value, of about 100 I. U., could only be produced
in cattle (Kraus [8,9], Becker [2]). In the last 4 years, in our Intsitute the anti-
toxic titre of blood serum produced in cattle amounted on the avarage to 125
I. U. The advantage of cattle serum consists in its lack of toxity and in the fact
that following its administration serum sickness is rare (Kraus et al. [8]). Cattle
serum is economical because the animals may he used for serum production for
years and, as compared to horses, the protective value of their serum does not
notably decrease even with repeated exploitation. Our efforts were directed
at ascertaining three factors that would make possible the production of a serum
of higher protective value. The three points were (i) selection of suitable subjects
for serum production, (ii) elaboration of an adequate procedure for hyper-
immunization, (iii) quantitative and qualitative test of the antigen used for hyper-
immunization.

Experiments

The experiments were usually undertaken on groups of 10 cattle. The
animals were of various ages and belonged partly to a Hungarian red-dappled
kind and partly to a crossed one. The toxin, viz. toxoid used as antigen in the
experiments was prepared in equine blood containing 1 per cent glucose, broth
and Taylor broth. The antibody content was checked every two days, in some
cases daily. Titration of the serum was made on mice, according to Ehrlich’s
method. The data given in the Tables present mean values of the blood serum
of the experimental group.
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The selection of serum producers

Age. The influence of age was examined by comparing the antitoxin
content ofthe sera of cattle under 4 and over 7 years of age given the same treat-
ment (Fig. 1). It was striking to note that in mature cattle a serum of higher
value could be produced. The results confirmed the earlier observations of
Kraus and Sordelli\8].

Natural antibody content. Roémer [19, 20] frequently found antitoxin
occurring naturally in the blood sera of cattle not inoculated against tetanus.

Kraus and Sordelli [8] consider the natural antibody content of serum an essen-
tial selective factor, because they found that in such animals a serum of high
value can be obtained. In contrast with this, Lemetayer et al. [13,14 ] have merely
observed that in cattle whose blood serum contains natural antitoxin, antibody
production, on the effect ofthe firstinoculation, starts a few days sooner. Accord-
ing to Archipow [1] and Becker [2] a serum of higher value can be obtained in
animals selected according to their natural antitoxic content only if the serum
producing animals are at the same time also toxin tolerant.

In our own experiments we found in the blood sera of 12 out of 123 cattle
not inoculated against tetanus, 1/50 or more units of antibody. The highest
antibody content occurring naturally was 4 I. U. per ml. Hyperimmunization
of cattle containing natural antibody in their blood serum was tested on a group
consisting of 10 animals. Out of these the blood serum of 3 contained 1/50 to
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1 1. U. of antitoxin. The inoculations occurred with the same antigen, with the
same quantity and at the same time. The results are shown in Fig. 2. According
to these, cattle containing natural antibody respond with a more abundant
antitoxin production to 20 ml alum-precipitated toxoid, which induces basal
immunity, than animals devoid of antitoxin. The increased antitoxin production
of the former persists for some time after the first hyperimmunizing inocula-
tions. In the course of further inoculations, along with the increase in the quan-
tity of antigen, the difference in antibody production disappears gradually”
It was also observed that in cattle possessing natural antitoxin antibody produc-
tion after the first inoculation starts a few days earlier. (In one of the animals
it started on the 5th, in other two on the 6th day.) On the other hand, in cattle

Fig. 2

in which antitoxin does not occur naturally, an amount of 0,5 units of anti-
toxin was demonstrable at the earliest on the 8th day following inocidation.

It was established from the experiments that the natural antibody content
is not a suitable basis for selecting serum producing animals.

The degree of basal immunity. The problem arose whether the degree of
the immune response elicited by the first inoculation which had induced basal
immunity might supply information as to the attainable highest protective value
of the blood serum. The animals used in the experiment were injected with 10
ml of the same alum-precipitated toxoid at identical times.

The antibody content of the blood serum was tested 21 days after the first
inoculation, and also after completing hyperimmunization, which was carried
out in an identical manner. The results of the tests are recorded in Table I.
W hilst the relatively few tests allow no definite opinion to be formed, they
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TABLE |

Antibody content of the serum Antibody content of the serum

Ne of cattle ini. U, 21 days after inoculation inl. lﬁypifrti‘rerzmclj)rz?zpz:teitolﬂg the
24 2 225
25 4 180
26 3 150
27 25 150
28 2 130
29 6 100
30 18 200
31 12 180
32 6 120
8 75
3 120
15 150
10 4 100

nevertheless permit of the conclusion that no correlation exists between the
titre determined after the first inoculation, and the protective value attainable
in the course of hyperimmunization.
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Hyperimmunizing procedure

Number of inoculations. For examining the action of inoculations on the
antitoxin content of blood serum, the animals were divided into 4 groups and
were inoculated in the following manner. The first group received 300 ml of
toxin in a single injection. The second group was given 300 and 400 ml of the
same toxin in 5-day intervals. The third group received 300 and 500 ml in 10-day

intervals. Animals in the fourth group were administered first 300 ml, then 400
ml and finally 500 ml of the same antigen, in intervals of 5 days. It can be ascer-
tained from the data in Fig. 3 that the antitoxic level in the serum of cattle
inoculated once was the lowest of all and that it attained its maximum value
on the 9th day after inoculation. The mean value of the serum was higher in the
second group than in the first one and the peak was reached on the 11th day
following inoculation. The antibody content of the serum of the third group was
higher than that ofthe former group and contained the greatest quantity of anti*
toxin on the 13th day after inoculation. Animals in the fourth group, which
had been given 3 inoculations, were the richest in antitoxin and the antibody
content reached its peak on the 13th day following the first inoculation. It may
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be concluded from the tests that the maximum antitoxin level may be attained
by means of three consecutive inoculations with increasing doses.

Inoculation with alum-precipitated toxin. It was also examined whether
the series of three inoculations might be replaced by a smaller number of ino-
culations with a smaller amount of alum-precipitated toxin, in view of the pro-
tracted stimulating effect of the latter material. The experiments were carried
out on two groups of cattle. Animals in the first group were given 100 ml of

Fin 5

toxin adsorbed to an equal amount of a 2 per cent solution of alumini-
um hydroxyde. The second received the same antigen and 8 days later a
second inoculation with 100 ml of alum-precipitated toxin. The results listed in
Fig. 4 show that asingle inoculation with precipitated toxin raised but slightly
the antitoxic level of the serum, and that the titre, just as in the case of fluid
toxin, reached its peak on the 9th day following inoculation. On the other hand?
the serum of animals inoculated twice with precipitated toxin contained the
highest amount of antibody on the 13th day following inoculation, and the
level was the same as the one obtained after three inoculations with 300, 400
and 500 ml of nonabsorbed toxin of asimilar MLD. It follows that instead of
the three inoculations one large dose of precipitated antigen might also be adminis-

tered. The procedure, however, is of no practical value because of tissue damag-
ing effect of AI(OH)3.
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The antigen used for hyperimmunization

Quality of the antigen. The influence of the quality of the antigen was
studied only in horse serum production. Ramon [18] employed toxin of 24 L. F.
or of 1,500.000 mouse MLD. Chertkov [23] chose the antigen on the basis of
precipitation tests. Ponomaryev[23] hyperimmunized with toxoid but ascribed
a great significance to the MLD of the toxin from which the toxoid was pre-

pared. These authors ascertained a correlation between the values obtained by
means of various measurements and the effect of the antigen.

The correlation between the MLD for the mouse of the toxin employed
as antigen and its antigenic effect was therefore studied. For the sake of cor-
rect comparison we inoculated the same 11 animals in four consecutive bleeding
cycles with toxins of different MLD. The inoculation consisted injecting 300 ml,
then 400 ml and finally 500 m| of the same toxin in intervals of 5 days. Estima-
tion of the MLD was always made immediately before the first inoculation. The
toxin for the two subsequent inoculations was kept in a refrigerator at-f- 4°C.
In the first cycle, the toxin contained 10,000 MLD ; in the second, 100,000 MLD ;
in the third cycle 500,000 MLD. It may be seen from the results of the experi-
ments recorded in Fig. 5 that the antitoxic level of the blood serum hardly
rose after inoculation with a toxin of 10,000 MLD. The effect of toxin containing
100,000 MLD was considerably better, and still better was the antigenic effect
of material containing 500,000 MLD or more than 1,000,000 MLD.

7 Acta MicrobioTogica 11/1—2.
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Thus, a definite correlation was established between the MLD of the
toxin and its antigenic effect although the antigenic effect does not increase pro-
portionally with the increase ofthe MLD. It was also observed that above 500,000
MLD the antitoxic level was no more markedly influenced. According to these
facts, it is possible to conclude from the MLD value of the toxin to its antigenic
value and also that a toxin of 500,000 MLD or more is the most appropriate for
hyperimmunization of cattle.

Age of the antigen. All the above refer to fresh toxin. It is, however, known
that toxin deteriorates with time. Since Eisler’s[5,6] and Lowenstein'’s [12]
experiments it is generally believed that despite its deterioration the toxin
retains partially or completely its immunizing capacity. Our experiments were
accordingly extended to the study of the antigenic value of deteriorated toxin.
W ith this object in view,- a group of animals was inoculated first with stored
toxin and in the subsequent cycle with freshly prepared toxin. The first series
consisted of three inoculations with 300, 400 and 500 ml of toxin stored for
87 days at -f- 4°C. Until the day of inoculation the MLD of the toxin decreased
from the original 1.000,000 to 5000 MLD. In the next cycle we employed an
identical amount of fresh toxin of 1,000,000 MLD kept for altogether 72 hours in
a refrigerator. The results of the experiment are presented in Fig. 6. The data
show that the antigenic value of stored toxin is slight, making the initial level
of the antitoxic titre rise by not more than 20 I. U. On the other hand, the excel-
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lent antigenic effect of freshly prepared toxin was well demonstrated by the rise
of the antitoxic titre to eight times the initial. The rapidity of deterioration is
variable. For instance, immediately after filtration the MLD of toxin No 286
was 1,200,000. 48 hours later, kept at + 4°C, it was 300,000 ; after 4 days it
was 60,000 ; after 8 days it was 20,000 ; and 11 days later the MLD was like-
wise 20,000. The minimum lethal dose for the mouse oftoxin No 291 was 1,000,000
on the day of filtration, 800,000 after 72 hours in the refrigerator, 300,000 after
6 days, 200,000 after 10 days and 50,000 after 13 days. Thus, loss of toxicity
is considerable in the first 8 days.

According to the usual practice, the same toxin was used for serial inocula-
tions. In this case, even if a toxin only a few hours old was employed for the
first inoculation, at the second inoculation the toxin was at least 4-day- old
while 8-day-old at the third inoculation. During this time the MLD of the toxin
and along with it the antigenic value decreased considerably even at a tempera-
ture of -f- 4°C. In order to verify this, we inoculated a group including 10 cattle
first with 400 ml then with 600 ml and finally with 800 ml of the same toxin
containing 1,000,000 MLD. The toxin was stored at -f- 4°C. In the next series
the same amounts were administered as before but each inoculation occurred
with toxin only 48-hour-old. 100,000 MLD were given in the first inoculation,
600,000 MLD in the second and 500,000 MLD in the third one. On the strength
of the results recorded in Fig. 7 the highest rise in antitoxic level thus recorded

7*
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was brought about by toxin of high toxicity, freshly prepared for every inocula-
tion and given in increased doses. The graph presents the mean serum values of
10 cattle. Several of the animals produced considerably better serum. The
highest value attained was 600 I. U. Since then the serum of the same animal
attained 1,000 I. U.

Quantity of the antigen. According to the common practice, hyperimmuni-
zation of cattle was made with quantities usual with horses, although the weight

Fig. 9

of cattle is about double of that of horses. No data are available as to the sensi-
bility to toxin. It would, however, appear from Behring’s data relating to small
ruminants that cattle are much less susceptible to tetanus toxin than horses.
On the strength of these considerations it was attempted to increase the amount
of toxin for hyperimmunization. A group including 10 animals was inocula ed
first with 500, 700 and 1,000 ml of freshly prepared toxin of 400,0 0 MLD, and
in the next cycle with 300, 400 and 500 ml of similarly fresh toxin of 500,000
MLD. It is seen from the data in Fig. 8 that the antitoxin content of the blood
serum rose to 270 I. U. in the first case, while in the second cycle it increased
only to 2001. U. It is consequently possible to increase the antitoxic level of blood
serum by increasing the amount of antigen.

Time of withdrawing blood. In high value antitoxic serum production it is
of a paramount importance to determine the best time of blood withdrawal.
This must be performed at the moment when the blood contains the greatest



PRODUCTION OF ANTITETANUS SERUM IN CATTEE 101

guantity of antibody. Literary data referring to the time of blood withdrawal are
conflicting and refer only to horses. Ramon, Lemetayer and Mustafa [17] adminis-
tered 3 inoculations in five-day intervals and took blood on the 10th day follow-
ing the third inoculation. According to Ponomaryev, [23] the 5th or 6th day
after the last inoculation is the one most suitable. Schneider [22] contends on
basis of careful studies that the 13th day after the first inoculation is the best
time for taking blood. Kemény [10] obtained similar results in horses producing
antitoxic serum. In order to establish the most suitable time, we tested the
serum of 11 animals after three inoculations given in five-day intervals. 6 of
the 11 sera contained the greatest quantity of antibody on the 13th day follow-
ing the first inoculation, 3 on the 12th day and only two on the 15th day. Ac-
cording to these data, in hyperimmunized cattle too, the largest amount of anti-
toxin is contained in the blood serum on the 12th and 13th day after the first
inoculation ; this was also evidenced in the trend of the mean serum titres of the
11 cattle (Fig. 9).

Discussion

According to the literary data available, the protective value of anti-
tetanus serum produced in cattle is lower than that of the serum produced in
horses, 100 1. U. or somewhat higher at the most. The above results prove that
the antitoxic titre of the serum depends on numerous factors and that a consi-
derably higher value than 100 I. U. can be produced in cattle. Careful selection
of the serum-producing animals is important. As to age, mature animals over
7 years of age prove the best serum producers. Advanced age does not limit
the period of production and the toxin toleration of aged animals appears also
to be greater, because early death occurs among them less frequently than in
young animals. The build of the animals may also play a role in high-value
serum production. A better serum of higher protective value can be produced
in lean, motile animals than in heavy ones inclined to put on fat. Natural anti-
body is frequently present in the serum of cattle, it was found in about 10 per
cent of the animals tested. However, at variance with certain authors, the
presence of occult antitoxin does not yet promise production of a serum of
higher value. Further studies will have to decide whether the toxin tolerance
reported by Archipow [1] along with the natural antitoxin content, guarantees
a higher antitoxic level. Neither is the antitoxin content of the serum taken
21 days after the first inoculation indicative of the maximum antibody content
attainable in cattle devoid of natural antitoxin. In order to maintain the titre,
at least 3 inoculations are necessary. With a smaller number of inoculations
the serum antitoxic level will be lower. Further investigations are required to
elucidate whether the antibody content of the serum could be increased by
increasing the number of inocvdations. In the United States 4 to 5 inoculations
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with alum-precipitated toxin are given to horses for maintaining the titre.
It was verified in the course of the experiments that with cattle a smaller num-
ber of alum-precipitated antigen inoculations suffices to obtain the same anti-
toxic level. In view of the severe local reactions arising in the wake of inocula-
tions, full exploitation of the animals is, however, limited. A correlation was
ascertained between the MLD value of the toxin employed and its antigenic
effect. The higher the MLD of the toxin, the greater the effect of the antigen,
but only within certain limits. An MLD of over 500,000 does not bring about a
further increase of the antigenic effect. An essential condition of high value
cattle serum production is that the MLD of the toxin should exceed 500,000.
A satisfactory antigenic effect can be expected from freshly prepared toxin
only. Toxicity may deteriorate in a considerable measure even within a few
days and also the antigenic value decreases. Accordingly, only toxin prepared
freshly for every single inoculation ensures the adequate antigenic effect and
the production of a high value serum. The serum antitoxic level may further be
enhanced by increasing the amount of freshly prepared antigen of high toxi-
city. Summing up the results of the experiments, it may be stated that it is pos-
sible to produce in cattle serum with a protective value many times that which
has been reported in the literature. In fact, the antibody content of the serum
of some superior animals even approximates the value of serum produced in
horses.

SUMMARY

From experiments made in order to produce high value anti-tetanus serum in cattle the
following conclusions may be drawn.

1. Serum of higher antitoxic level can be produced in older (over 7 years of age) cattle
rather than in younger animals.

2. Lean, motile animals are better serum producers than heavy ones inclined to put on fat.

3. Natural antitoxic content of blood serum does not yet promise production of high
value serum.

4. No correlation exists between the degree of the immune response elicited by the first
inoculation and the subsequent antitoxin content of the serum.

5. 3 inoculations are necessary for maintaining the titre in the blood serum.

6. With two injections of alum-precipitated toxin of 200 ml each in an interval of 8 days, a
serum of equal value can be obtained as with non-precipitated toxin administered three times
in doses of 300, 400, and 500 ml.

7. A correlation was established to exist between the quantity of the toxin (MLD value)
employed and the antigenic effect. A toxin with over 500,000 MLD is the one most suitable for
hyperimmunization of cattle.

8. The antigenic value of a toxin whose toxicity has deteriorated during storing also
decreases.

9. If for the triple inoculation a toxin of high toxicity is always freshly prepared a serum
of higher protective value can be produced than after three inoculations with the same toxin.

10. Along with the increase in the quantity of antigen, the antitoxin content of the
blood serum also increases.

11. The highest antibody content in the blood serum is reached after varying periods
following inoculations. The best time for withdrawing blood is generally the 13th day following
the first inoculation.
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CENOO AWM R

OAHHBIE K TMPOWM3BOACTBY MPOTUBOCTOMIBHAYHOW CbIBOPOTKMW
Y POFATOro CKOTA

M. Onax
Pesome

ABTOpP NPON3BOAW/ IKCNEPUMEHTbI MO MCCNEA0BaHNI0 (DaKTOPOB, AAOLLNX BO3MOXHOCTb
M3rOTOBMEHNS MNPOTUBOCTONOHAYHbBIX CbIBOPOTOK 60/1ee 3(h(heKTUBHbIX, YeM MPUMEHSEMbIE
[0 cuUX Mop. YCTaHOB/EHO, YTO OT XXUBOTHbIX 60Mee cTapLuero Bospacta (CBbiwe 7 fieT), obna-
[alLWmx XMBbIM TeMnepaMeHTOM, MosyyatoTcs 6onee aPMEKTUBHbIE CbIBOPOTKM, YeM OT MOJIO-
ObIX, NOLAAILLNXCA OXXUPEHUIO 0CO6El C BAMbIM OpraHM3Mom. B KpoBSHOI CbIBOPOTKe Npubau-
3UTenbHO 10% NOAOMbITHBLIX XMBOTHbLIX 6bl1 06HAPYXXeH HaTypanbHbIli aHTUTOKCUMH. Copep-
KaHne HaTypasibHOr0 aHTUTOKCMHA, OfHAKO — B NPOTUBOMOIOXHOCTb MHEHUIO MHOTUX aBTOPOB
— He ABNseTCA [0Ka3aTeNbCTBOM BO3MOXHOCTU MNPOW3BOACTBA BbICOKOI(PMEKTUBHBIX CbIBO-
pPOTOK BBWAY TOro, YTO 06pasoBaHWe aHTUTOKCMHA YCWMMBAIOCh TOMIbKO NOC/e NepBovi mpu-
BMBKMW, a Mpu Mocnefylowmnx nNpvBMBKax pasHuua aTa npekpalianacb. He 6bl10 Takxe B3a-
WUMOCBSI3Y MeX[Y CTENeHbl) OCHOBHOIMO MMMYHWTETA M MakCMMaslbHbIM TUTPOM NPOTUBOTEN B
CbIBOPOTKAX MOC/Ne OKOHYaHUSA rMnepyMMyHu3aumMni. ABTOP YCTaHOBW/, YTO ANS JOCTUXEHUS
MaKCMManbHOro TUTpa MPOTUBOTENT B KPOBSHbIX CbIBOPOTKAX HEO6X0AUMbI TpU MNPUBMBKM
NOBbILLAIOLLIENCS 4030/ TOKCMHA C MHTepBa/lamMn Mo NAT6 AHEN, U YTO TaKoi XKe 3pheKTUBHOCTU
CbIBOPOTKY MOXHO MOMy4MTb B pesynbTaTe [BYX NPMBMBOK afcopbupoBaHHoro k A1(OH)3
TOKCMHA B 0iMHaKoBoM fo03e no 100 cm3 ¢ 8-MU AHEBHbIM MHTEPBasIOM. BO3MOXHO onpegeneHune
3aBMCMMOCTM Mexay 3HadeHveM MLD TokcvHa W [eiCTBMEM aHTWreHa, O4HAaKO, 3aBMCMMOCTb
3Ta He SABMSETCA /IMHeapHOW, Tak KakK COofepXXaHue MpPOTMBOTEN He MOBbILWAETCA MPOMopLmo-
Ha/lbHO 3HadeHnMio OLM. [nA runeprMMyHM3aLMuM poraTtoro ckota Hambosee MNoAXOASALLMM
0OKasasics TOKCUMH C LeHHocTbio B 500 000 OLM u cBbiwe. B pesynbTaTe A4/INTENbBHOINO XpaHe-
HMA TOKCMHA CHWMXKAETCA ero TOKCMYecKoe felicTBue. Hapsgy € yMeHbLUEHMEM TOKCMUHOCTU
NOHMXaeTcs U 3PMEKTUBHOCTb aHTUIeHa, BBUAY 4Yero AN rmnepruMMyHu3aumm [O/DKeH npu-
MEHATLCA TOKCMH He cTaplle 72 yacoB. C MNOBbILLEHNEM [03bl aHTUIeHa MOBbILLAETCA aHTUTOK-
CUYECKUI TUTP KPOBSAHbIX CbIBOPOTOK. [locfe OKOHYaHUSA MPUBMBOK MaKCUMaibHbIA  TUTP
KPOBSIHbIX CbIBOPOTOK Hab/l0AaeTCs B Pa3/IMyHOe BPeEMS, B 3aBUCUMOCTU OT MHAWBUAYASIbHOCTMU
ocobeil. OBbIMHO ONTUMa/IbHLIM CPOKOM B3ATUS KPOBM ABNSeTCA 13 feHb Mocne nepBod npu-
BVIBKMW.
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A new simple immune serum absorption test, well suited for studying
the antigenic composition of influenza viruses, has been described in a
previous paper [1]. In the same paper an account has been given of expe-
riments aimed at determining the quantitative relationships of antigen-
antibody union, i. e. what amounts of antibody in the homologous serum
are absorbed by a given strain of influenza virus under various conditions.
In the present paper the laws governing heterologous absorption and in-
vestigations into the antigenic structure of influenza virus are described.

To study the antigenic composition is one of the most important tasks in
research work on influenza virus. The viruses of influenza are notable for the
extent of antigenic variation and, consequently, demonstration of antigenic
differences between strains is not only of theoretical significance, but is of ob-
vious importance in both epidemiology and prophylaxis. Ever since the virus of
influenza was discovered, innumerable attempts have been made by means of
different methods to determine the antigenic spectrum of individual strains.
It is, however, only the immune serum absorption test that makes the precise
demonstration of antigenic components possible. Although its extensive adop-
tion by research workers has been hindered by difficulties in technique, this
method lends itself for the preparation of an immune serum which, after the
removal of antibodies reacting with heterologous strains, contains only the
antibodies most peculiar to the given strain. Friedewald [2] demonstrated by
cross-absorption tests fine differences among influenza A strains. More accurate
and extensive investigations were conducted in this field by Hirst [3] who pre-
pared rabbit antisera against influenza A strains and obtained by absorption
with a number of strains so-called type-specific sera which could be used for the
demonstration of antigenic components. More recently, Jensen and Francis [4]
absorbed ferret sera with virus adsorbed onto human erythrocytes and claimed
that the influenza A strains are composed of a great number of antigenic compo-
nents. According to these authors, the various strains would differ only in that
they contain the same antigenic components in different proportions. Similar
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antibody tests employing virus bound to erythrocytes have been reported by
Fisét and Donald [5].

By our method simpler than those described by the above authors [3,
4, 5] strain specific sera were prepared from A-prime antisera and were used
in studies on the antigenic structure of various strains of influenza virus.

Material and Methods

Virus Strains. The following strains, foreign and Hungarian, were selected for examina-
tion : PR8, Talmey, Melbourne, FMI, Paris PL 1/49, Sweden 3/50, England 1/51 (Liverpool),
Budapest 4/49, 2/51, 3/51, 6/51, 7/51, 10/51, 1/52, 2/52, 3/52, 5/52, 6/52, 12/53.

Red Cells. Chicken red cells, taken with sodium citrate and washed four times in physiolo-
gical saline, were used.

Immune Sera. All immune sera were prepared in chickens, 8- to 10-week- old, by ino-
culating 1 ml of allantoic fluid virus, followed by another 1 ml dose 5 days later. On the tenth
day following the first inoculation the fowls were sacrificed by bleeding and the sera stored at
- 6°C.

Haemagglutination (HA) and Haemagglutination Inhibition (HI) Tests by the Spiral Loop
Methode (Figs 3c, 3d.).

The serial dilutions were made in cups drilled into plexiglass plates, with the aid of the
spiral loop already described [6]. The loop is made of heat-resistant, elastic chromenickel wire
and is so formed that the volume of fluid taken up is only negligibly influenced by surface tension.
Thus, if once calibrated on an analytical scale, the loop will measure microvolumes with a reason-
able degree of consistency and accuracy (limits of error, £ 2 per cent). A calibrated instillator,
releasing drops of 0,025 ml of physiological salt solution, was used for measuring fluids.

In informative HA titrations, 0,05 ml of a 0,5 per cent chicken red cell suspension were
measured into each cup on the plexiglass plate and serial dilutions were carried out with a spiral
loop of 0,025 ml capacity. By means of setting up another titration series with a first dilution
of 1:5, instead of the 1:3 dilution in the former series, the end titres could be determined
accurately.

In HI tests two dilution series were made in 0,025 ml of physiological saline with the aid
of the 0,025 ml loop and then 0,025 ml of the virus suspension containing 4 HI units of virus were
added. After 15 minutes at room temperature, 0,025 ml of a 1 per cent chick red cell suspension
were added and the complex was mixed. Readings were taken after 20 minutes.

Units of Virus and Antibody. In order to make numerical presentation possible, arbitrary
units for virus and antibody have been established. One virus unit (V) is contained in
each 0,025 ml of a suspension which, when tested by the given method, will show partial (-{-+ )
HA. One antibody unit (A) is contained in each 0,025 ml of that dilution of serum, which, when
mixed with 4 units of virus by the given method, will give partial (+ + ) HI. The A and V values
in the text and in the tables mean the number of antibody or virus units contained in 0,025 ml
of the serum-virus mixture employed in the absorption test. The 0,025 ml volume was chosen
since both the HA and HI tests were carried out with such volumes.

Preparation of Virus. The strains used were inoculated into the allantoic sac of 11-day
old chick embryos. Allantoic fluid was harvested after incubation for 48 hours at -j- 35°C and
subsequently chilling for 3 hours at 4°C. The method of preparing the virus has been described
in detail [7,8]. The virus-bearing allantoic fluid was purified by red cell adsorption and elution.
The eluate was diluted with distilled water to reduce the concentration of NaCl to 0,2 per cent,
causing the virus to precipitate. After the precipitated virus was centrifuged at 3000 r. p. m. for
30 minutes, it was resuspended in physiological saline of 1/200 the original volume and centri-
fuged again at 3000 r. p. m. for 30 minutes. The supernatant then contained the purified and
concentrated virus. After adding minute amounts of penicillin and streptomycin to them, the
virus preparations were stored at -j- 4°C. The preparations displayed a HA titre of 1: 100,000 to
1:200,000 stable for several months.

Antibody Absorption Tests

To sera undiluted or diluted to 1 : 2, an equal volume of that dilution of virus was added,
which had been found the best in preliminary titration. (See under »Experimental«). The mixture
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was incubated at 37°C for 20 minutes with shaking at intervals. The virus-antibody union is
accompanied by agglutination. [8]. The resulting precipitate was centrifuged at 3000 r. p. m.
for 15 minutes and the supernatant was tested for HI titre.

Experimental

Absorption of Immune Sera with Heterologous Strains. The quantitative
relationships of heterologous absorption were studied by cross-testing two
antigenically closely related strains of the influenza A-prime group, Paris
PL 1/49 and England 1/51 (Liverpool) (Lp). The Lp virus preparation

HI

0-300 7.3001WO00 16.0002 Wl 0 36,00053.000 80UMO virus

Fig. 1. Homologous (Pa) and heterologous (Lp) HI titres of Paris antiserum absorbed with various
amounts of Liverpool virus. Abscissa, absorbing virus units. Ordinate, HI titre of the
absorbed serum.
+ homologous and heterologous titre of the unabsorbed serum

containing 120,000 V per 0,025 ml was serially diluted in steps of 1 :1,5 and to
each dilution an equal volume of Paris immune serum of a 1:1,600 HI titre
was added. After 20 minutes at 37°C and centrifugation at 3,000 r. p. m. for 15
minutes, the supernatants were tested for HA and HI titres. Antibody absorp-
tion by various amounts of virus are illustrated by the two divergent curves in
Fig. 1.

The antibody reacting with the absorbing strain was completely removed
from the serum by 53,000 Y of Lp virus, but a high level of homologous anti-
body still remained. The lengths of the arrows in Fig. 1 indicate the difference
between homologous and heterologous titres, prior to and after absorption.
This difference was one tube with the unabsorbed serum and was as much as
6 tubes after the removal of all antibody inhibiting the Lp virus. In other words
in this respect the use of absorbed serum has increased the sensitivity of the
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H1 test six times. This increase of sensitivity was even more conspicuous when
in thi experiment shown in Fig. 2 Lp serum was absorbed with the Paris strain.
Prior to absorption the heterologous and homologous titres of the serum were
identical. After absorption with 24,000 ¥ a difference of 4% tubes was demon-
strable. Cross-testing with unabsorbed sera showed a difference of 1 tube (Paris
serum 1, Lp serum 0), while with absorbed sera the difference rose to 10% tubes
(6 -|- 4y2). Toeliminate the fractions, Domdk etal.[9] multiply the tube values
by four and the index number so obtained they call »d« (difference) value.
According to these authors, a »d« value higher than 5 is only indicative of a
significant difference between two strains.

Fig. 2. Homologous (Lp) and heterologous (Pa) HI titres of Liverpool antiserum absorbed
with various amounts of Paris virus. Abscissa, absorbing virus units. Ordinate, HI titre of
the absorbed serum.

-f- homologous and heterologous titre of the unabsorbed serum

The example of four closely related A-prime strains shown in Table |
clearly illustrates how much higher the «d» values are when the strains are
cross-tested with absorbed sera, instead of unabsorbed ones. In the former case
the values are about 10 times higher than in the latter.

It is important to determine the quantity of virus to be used in order
completely to absorb a certain quantity of antibody. This problem is of both
methodical and theoretical interest. If more virus is added to the serum than is
required for complete removal of the antibody present, the virus haemagglutinin
in excess interferes with further HI tests, and may absorb antibodies for which
it is not specific. There is yet another aspect of the problem. It has been found,
as will be discussed below, that antigenic differences between strains are less
conspicuous when an excess of virus is used.

These considerations led us to work out a rapid and reliable micro-method
for titrating the »optimum« amount of virus capable of completely absorbing a
given antibody from a given serum, without free virus being left over. This is car-
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TABLE |

»(/« values, as determined in cross-HI tests
with absorbed and unabsorbed sera

»ke values with
Strains unabsorbed absorbed
sera

" 37
20
28
16
12
10

[T NI S

ried out as a preliminary procedure, in the following way. 0,05 ml volumes of
the virus in question are serially diluted on a plexiglass plate in steps of 1 :1,5,
with a spiral loop. To each sample of virus 0.05 ml of the immune serum diluted
at a ratio of 1:2 are added. The mixture is vigorously shaken and incubated
at 37°C for 20 minutes. The virus-antibody complex resulting from the virus
agglutination visible to the naked eye (Fig. 3 a), is centrifuged at low speed
in a specially devised centrifuge (Fig. 3 b), into which the plexiglass plate can
be placed. The supernatants are then tested for HA and HI titres (Figs. 3 c,
3 d).

The residts of such a preliminary titration are shown in Table II.

As seen in Table 11, 25,000 V are required for completely removing all
the antibody reacting with the Sweden virus from the Lp serum, which then
contains 32 A homologous antibody and no free virus. Similarly, there is an »op-
timum« amount of virus (33,000 V) for absorbing from Sweden serum nearly all
the antibody reacting with the Lp strain (Table M1). The experimental data
show a demonstrable difference between the two strains, irrespective of the
serum used. In Lp serum the difference is the most marked with absorption with
25,000 V. In this case the serum contains neither antibodies reacting with absor-
bing virus, nor free virus. With the Sweden serum the most marked difference
will be obtained when a dose of virus is applied, which leaves some (8 A) of the
antibody unabsorbed reacting with the absorbing strain. On larger doses of virus
the difference becomes less in both sera. If, for instance, the sera are absorbed
with 50,000 V of heterologous strain, thatiswith an amount far in excess of the
»optimume«, and the free virus is eliminated by ultracentrifugation and treat-
ment with heat, there remain 16 A homologous antibody in the Lp serum and
none in the Sweden serum.
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Micro-absorption test in cups of plexiglass plate. The specific virusagglutination
distinctly visibile in the individual samples

b. Centrifuge for plexiglass plates
Fig. 3 a-d. Titration of the »optimum« amount of virus
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ce Simultaneous serial dilution of 6 serum samples in the cups of a plexiglass plate, by
means of spiral loops

d. Testing of the supernatants of samples shown in Fig. 3a. On the left HA, on the right HI
titration. Supernatant 3 (row 3) contains neither free virus (left), nor antibody residue
(right). It is absorbed with the »optimum« amount of virus
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TABLE I
Determination of the «optimum» amount of virus
Liverpool serum absorbed with Sweden virus

el

eckn v Free vins

\ Sheckn Liveool

VirLs
nil 128 256 _

50,000 0 16 2000%
33,000 n t n. t. 128
25,000 0 32 0
16,500 2 48 0
12,500 4 48 0

8,250 10 96 0

6,250 20 9% 0

4,125 40 182 0

* = free virus removed by ultracentrifugation,
n. t. = not tested.

TABLE 111
Absorption of Sweden serum with variable amounts of Liverpool virus

Axctibody units (4) tested with

Lp Mns Free vins
™ Lp N ™
virus, after absorption
nil 256 256 -
66,000 n t n t 20,000
50,000 0 0 6,000*
33,000 2 6 0
25,000 8 48 0
16,500 32 96 0
12,500 48 128 0
8,250 192 256 0
6,250 192 256 0
4,125 256 256 0

* —Free virus removed by ultracentrifugation,
n. t. = not tested.
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Examination of Antigenic Structure with Strainspecific Sera. The above
described antibody absorption method was used for preparing strain-specific
sera from the immune sera of the following foreign and Hungarian strains
isolated in recent years : FMI, Paris PL 1/49, Budapest 4/49, Sweden 3/50,
England 1/51 (Lp), Budapest 7/51.

Test Strains

Serum PR8 Mel I'a/ FMH Pa tyb9 Sw Lp 751
Absorbed 12A00-
3.200-
. 800- J
Nil 200 . .
) ?
E alll
Met

Fig. 4. Absorption of FMI serum with heterologous (Melbourne, Talmey, Paris and Liverpool)
strains.
The height of the columns show the titres of the unabsorbed serum, shaded parts represent
residual antibody titres

The sera absorbed with one or more heterologous strains reacted only with
the homologous one, or in some instances also with some closely related strains

from those at our disposal.
The method used for preparing strain-specific sera is illustrated by de-

scribing the procedure used with the FMI strain (Fig. 4).

8 Acta Microbiologica 11/1—2.
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Undiluted sera were absorbed ; the amount of viruses to be used was
determined by preliminary titration. To start with, A antibodies were removed
from the serum first with Melbourne and then with Talmey strain. The serum

Test Viruses

Sera
Fv-1
3,200-
800-
4/49 200.
50-
12.

Fig. 5. HI titres of strain-specific sera.
The height of the columns show the titres of the unabsorbed sera, shaded parts represent residual
antibody titres. The following absorptions were carried out, FMI serum with Melbourne, Talmey,
Paris and Liverpool ; 4/49 serum with Paris, Sweden and Liverpool ; Paris serum with FMI
and Liverpool ; Sweden serum with Paris and Liverpool ; Liverpool serum with Paris ; 7/51
serum with FMI and Liverpool strains

so absorbed was A-prime specific, reacting only with A-prime strains. Next the
heterologous A-prime titres were absorbed, first with the Paris, then with the
Lp strain. After this the serum contained no antibodies but such as reacted
exclusively with the FMI strain.

Preparation of other strain-specific sera was based on the same principles.



THE ANTIGENIC STRUCTURE OF INFLUENZA VIRUS AS STUDIED BY A SIMPLE IMMUNE SERUM J[5
ABSORPTION TEST

The Hungarian strains isolated in the years from 1951 to 1953 [10] were
tested against the strain-specific sera for specific antigenic components of earlier
strains.

TABLE IV

Examination ofthe antigenic structure of influenza A -prime strains by testing with strain-specific sera

I%ig%im Isolation Strain-specific sera

" year site M 440 Pa Sw P Al
FMI 1947 U.S A 28 _ _ _
4/49 1949 Budapest.....vennineae - 28 — —_ — nm
Pa 1949 PariS..ninininnns — — 18 — — —
Sw 1950  Sweden.....coeiveerirerennn, — — — 15 8 8
Lp 1951 Liverpool ... — — — 10 20 —
7/51 1951 Budapest.....nne — — — 10 10 14
2/51 1951 Budapest.....nn. — 8 — 14 19 12
3/51 1951 Budapest.......ienne. - 4 — 6 17 10
6/51 1951 Budapest - 4 — 2 15 4
10/51 1951  Fejér county - 12 — — — —
1/52 1952  Szolnok county ............. — — — 10 8
2/52 1952  Szolnok county ............ — 10 — 4 4
3/52 1952  Szolnok county ............. — 4 — 6 n 8
5/52 1952 Vas county.......one. - - — u 18 10
6/52 1952 Budapest — — — 6 3 4
12/53 1953 Budapest — — _ — 18 —

The figures in Table IV are proportionate to the logarithm of the serum
titres. Values lower than four are not significant. It was striking that the strain-
specific sera FMI (1947) and Paris (1949) reacted with none of the Hungarian
strains, while the specific antigen of our Bp 4/49 (1949) strain was more or less
detectable in the strains dating from 1951 —52. Of the 1951 strains, the one de-
signated 2/51 contains antigenic components of the Lp strain in the first place,
and also of strains Sweden, Budapest 7/51 and Budapest 4/49. Strain 3/51 is
similar in nature, but contains less Budapest 4/49 and Sweden antigens. Strains
6/51 and 10/51 are more different. Strain 6/51 contains mainly Lp antigenic
components and only negligible proportions of Budapest 4/49, Sweden and
Budapest 7/51 antigens, while strain 10/51 contains only Budapest 4/49 antigen
from among those tested. In the strains isolated in 1952 the characteristics of
the Lp strain predominate with the exception of strain 2/52, which contains
Budapest 4/49 antigen, and strain 6/52, which contains only negligible pro-
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portions or none of the antigenic components mentioned. The single A-prime strain
isolated early in 1953* was definitely of the Lp type as to antigenic structure.

Discussion

The immune serum absorption test has not extensively been used for
examining the antigenic structure of influenza viruses, owing mainly to technical
difficulties. These difficulties have been discussed in detail in a previous study [1].
The great amounts of virus needed for the test were prepared by repeated ultra-
centrifugation by Friedeivald [2], Walker and Horsfall [11], and more recently
by Hirst [3], and the same method was used for the removal of the virus-anti-
body complex and of the free virus. Kozinsky [12], and more recently Jensen
and Francis [4], as well as Fisét and Donald [5] make the virus to adsorb onto
red cells instead of ultracentrifugation. Their preparations, are, however, not
concentrated enough to be used for testing against undiluted sera.

In unpublished experiments we adsorbed the virus onto animal or natural
gas charcoal as a preliminary procedure. In comparison with adsorption onto red
cells, this method was more efficacious and the preparations could be used for
completely absorbing even undiluted sera. In spite of this, the method has not
been used in further work, owing in the first place to the nonspecific absorption
of the charcoal virus preparation. In our opinion nonspecific substances not
participating directly in the reaction may also interfere with the specific anti-
body absorption by absorbing antibodies or by inhibiting haemagglutination.
Red cells are not more desirable from this respect than other substances used
as adsorbents.

In addition to the fact that it does not require ultracentrifugation, our
method has the advantage of being applicable to undiluted sera, the virus
preparation involved being highly concentrated [7, 8]. Other advantages of
the method have been described previously [1]. Suffice here to point out that
rapid and reasonably accurate tests can be carried out with very small volumes.
For instance, the preliminary titration of the »optimum« amount of virus re-
quires not more than 0,05 ml of the virus preparation and 0,05 ml of serum for
each sample of the titration series. The preliminary determination of this opti-
mum amount of virus preparation is useful not only because in possession of
this information the absorption test in question may be reproduced on any
scale, but also because it helps to avoid the undesirable effects of free virus.

Investigations into the antigenic structure of influenza virus strains have
failed so far to lead to an unequivocal standpoint. The antibody absorption test,
undoubtedly the best known method of antigen analysis, has its limitations,

* Early in 1953 a B-type influenza epidemic occurred in Hungary.
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inasmuch as it is reliable only if specific antibodies are produced by the immu -
nized organism in quantitative and qualitative proportions to the antigenic
components. The antibody spectrum, being influenced by the method of im -
munization, species of animal, etc., is not always the true reflexion of the anti-
genic spectrum. Under such circumstances detailed analysis of the antibody
and of the antigen itself is the only means by which the antigenic structure of
the influenza virus will be determinable.

Hirst [3] prepared type-specific sera by absorption with a number of strains
and divided the antigens of influenza A viruses into two categories, group-
specific antigens conveying the A character and type-specific antigens peculiar
to certain groups of strains. Jensen and Francis [4] distinguish at least 18 anti-
genic components of the influenza A strains. They selected 17 strains reacting
only with the homologous strain-specific serum. The immune sera of these 17
strains were pooled in such proportions that they gave approximately identical
titres against each of the strains. This serum mixture was absorbed with one of
the strains and the decrease of HI titres against the rest cf the strains
was used for drawing conclusions as to the antigenic structure of the
absorbing strain. On this basis, Jensen and Francis have arrived at the con-
clusion that individual strains contain the same antigens but in different propor-
tions. One of the disadvantages of that method, admitted by the authors them-
selves, is that absorption from such a serum mixture is not specific enough,
since the Lee virus may also absorb antibodies from pooled A sera. Further the
antigenic structure demonstrable by the method may differ from the real struc-
ture. lllustrative of this is an example taken from the paper by Jensen and Francis .
In their Fig. 4 it is shown that it was possible to remove by absorption with the
Rhodes 1947 A-prime strain 3/4 of the Swine antibody present in the pooled
serum-mixture. However, in this mixture only a small proportion of the antibody,
named »Swine«, originates from the Swine serum itself, its major part originat-
ing from the other 16 sera, which also inhibit the Swine virus in its haemagglutin-
ating action. Consequently, the Rhodes strain has absorbed not so much
the antibodies of the Swine serum, but rather those antibodies of the other sera
which react also with the Swine strain. This is the more probable, as the latter
are more closely related to the Rhodes strain than are the real Swine antibodies.
Thus, the above mentioned absorption fails to prove that the Rhodes strain
actually contains the antigen represented by the Swine virus.

On the basis of the literary data cited, it is doubtless that type-specific
or strain-specific sera may be produced from the different influenza A immune
sera. Such sera contain only one kind of antibody, that kind whose correspond-
ing antigen is present in the homologous strain and in the closely related ones,
but not in the other strains. As our examinations have shown, the same is valid
for A-prime strains, except for the fact, that these strains differ less markedly
from each other than A strains. Therefore, to facilitate the demonstration of
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differences between these strains the sensitivity of the test must be increased,
if it is endeavoured to classify A-prime strains according to types. This, however,
was not the purpose of the experiments, as we had but a few foreign strains at
our disposal. Our purpose was to examine, by means of antibody absorption
tests, strains shown by cross-HI testing to be closely related or identical, for
specific antigenic components peculiar to one or another of them and to identify
the antigens reacting with the strain-specific sera. The influenza A-prime strains
isolated in the years from 1951 to 1953 in this Institute [9, 10] were tested
against strain-specific sera. On the basis of this experience it became possible to
gain information as early as after the first passage about the antigenic structure
of strains isolated during the influenza A-prime epidemic occurring at the end
of the year 1953. Of course, the method cannot be used for demonstrating formerly
unknown antigenic components. For this purpose, strain-specific serum must
be prepared against the newly isolated strain.

It is interesting that the A-prime strains isolated in Hungary from 1951
to 1953 do not react with the FMI and Paris strain-specific sera, but in many
of them the antigen characteristic of strain Budapest 4/49 is clearly distinguish-
able. This observation appears to indicate that in a given geographical area
the origin of new strains is to be sought mainly in strains that occurred there
previously. This does not exclude, of course, potential invasion from other
areas, the importance of which we do not want to minimize. On the contrary,
strains carried in from distant areas may represent a serious epidemiological
problem, their antigenic structure being substantially different from that of the
endemic strains.

The experimental evidence obtained confirm the data of Hirst according
to which new strains may possess antigenic components not included in the
antigenic structures peculiar to earlier strains, while some antigenic components
which could be indentified earlier are not demonstrable in the new strains. In
addition, differences among strains as determined with the cross-HI test will be
the more marked the longer the time elapsed between the isolation of the strains
compared. On the basis of all these, we are of the opinion that the high variability
of the antigenic pattern of influenza viruses is not due to a variation of antigenic
components already present, but rather to the appearance of new, and the gradual
disappearance of old, antigenic components.

In addition to its theoretical importance, the study of the antigenic struc-
ture may yield significant data, particularly in the field of specific prophylaxis.
The choice of the most effective strains for immunisation may be all-important.
On the basis of the above theoretical considerations and experimental evidence
it appears reasonable to suggest that the vaccine be prepared from the most
recently isolated strains, since the protection offered by earlier A strains against
new ones is rather questionable. However, the cause of the changes in antigenic
structure will have to be found and a deeper insight into the interrelations be-
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tween the biological properties and antigens of the virus will have to be gained
before the problem is considered as solved.

SUMMARY

The mechanism of heterologous influenza virus-antibody union was studied in immune
serum cross-absorption tests performed by means of a simple and rapid procedure described in
a previous paper [1].

Antigenic differences between influenza A-prime strains are demonstrable with the highest
degree of sensitivity when the antibody absorption test is carried out with an »optimum« amount
of virus which completely absorbs the antibody reacting with the absorbing strain, without
leaving any residue of free virus. This »optimum« virus concentration was determined by a rapid
and accurate micro-titration method.

By absorption with a number of heterologous A-prime strains, strain-specific sera were
prepared. These were used for examining the antigenic spectrum of A-prime strains isolated in
Hungary during recent years.

On the basis of the experimental evidence obtained the antigenic structure of the influenza
virus is discussed.
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WCCNEQOBAHVE AHTUITEHHOW CTPYKTYPbl BUPYCA T[PUMMA TMPOCTbIM
METOAOM NCTOWEHNA MMMYHHbIX CbIBOPOTOK

Ob. Takaum n A. Propec
Pesome

ABTOpbI, 0NY6/IMKOBaHHLIM UMW paHee NPOCTbIM 1 CKOPbIM METOA0OM WCTOLLEHWS] UMMYH-
HbIX CbIBOPOTOK, UCC/E0Ba/IN MEXaHU3M CBSI3bIBaHWsl TeTepOsIOrMUYHOI0 TPUMMO3HOTO BUpyca
W aHTUTEeN B MEpeKpPecTHbIX PeakuMsaxX WCTOLLEHWUS UMMYHHbIX CbIBOPOTOK. Pasnuuve Mexay
aHTUreHaMy FPUNMo3HbIX LUTAMMOB TWNa A’ Hambosee IPKO BbIPaXXaloTCsi B TOM C/lydae, Korja
NpY MOCTaHOBKe pPeakLn UCTOLLEHWUS UMMYHHbIX CbIBOPOTOK MPUMEHSIETCA TaKoe »0nTuMasib-
HOe« KO/IMUYECTBO BMPYCOB, KOTOPOE MOIHOCTbIO CBA3LIBAET pearvpylolime ¢ MCTOLLAILWMM
LUTAaMMOM MNPOTMBOTENA 6€3 MOABNEHUS CBOGOAHBLIX BMPYCOB. C LENbio OnpeaeneHust »onTu-
Ma/lbHOro« KO/IMYeCcTBa BMPYCOB aBTOpb! paspaboTany 6bICTPbIi M TOUHbIA METOA MUKPOTUTPO-
BaHWsA, AN NPoBefeHNst KoToporo Tpe6yeTcsi He 6onee 0,05 MA. BUPYCHOro npenapaTa, a ans
Kaxk[oi npobbl TUTPOBa/IbHOW cepumn ToNbKo 0,05 M/, CbIBOPOTKY.

MyTeM WCTOLLEHUSI HECKONbKUMK TeTeposiorMyHbIMA  FPUMMO3HbIMY  LUTaMMaMu  TuMna
A’ aBTOpPbl NPUIOTOBUAM LLITAMMCIELM(MYUECKME CbIBOPOTKW, C MOMOLLbIO KOTOPbIX MCCeao-
Ba/IM aHTUTEHHbI/ CMEKTP BblAeNeHHbIX 3a MocnefHne rodbl B BeHrpuy wtamMmoB A’. YcTaHo-
BW/IM, 4YTO YMOMSIHYTblE LUTAaMMbl He pearvpyloT cO LUTAMMCMELMHOUUECKMM CbIBOPOTKAMM
M30/1MPOBaHHbIX 3arpaHuLeit WwramMmos FMI 1 Paris, wtammcnelygmyeckas cbIBOPOTKA LUTaMMa
Budapest 4/49, BbleNeHHOro OHOBPEMEHHO C 3arpaHWYHbIMK LUTaMMaMK, 4aeT 3HAUUTENbHbI
TUTP CO MHOMVMMM M30/IMPOBAHHBIMW C TeX MOP OTEYECTBEHHbLIMY LLTaMMaMMU.

Vcxoas U3 NpoBefeHHbIX OMbITOB, aBTOPbI CUUTAIOT, UTO 60/bLUAs U3MEHUMBOCTb aHTU-
reHoB BUpyca rpunna He sIBNSIETCS BapbUPOBAaHMEM VIMEIOLLMXCA YacTUL, aHTUreHa, a npouc-
XOAWUT MyTeM MOSIB/IEHWS] HOBbIX M MOCTENEHHOr0 MCYe3aHUst CTapbIX YacTUL, aHTUreHa.
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Haemagglutination caused by influenza and related viruses is inhibited
in a significant degree by tissue extracts and body fluids. As regards the details
of this problem, we refer to the works by Burnet[1, 2, 3] as well as to studies
published by Anderson[4], Bieling and Oelrichs [5]. Not only erythrocytes, but
also other tissues possess virus adsorbing capacity. Mitochondria isolated from
hepatic cells bind the virus of influenza [6]. Of a virus introduced into the excised
lung of mammals, considerable amounts are adsorbed by the pulmonary epi-
thelium [7, 8, 9]. This latter phenomenon is equally observable in animal species
not susceptible to the virus [9].

We have, however, been unable to find data in the literature to decide
whether the vascular endothelium is capable of adsorbing virus. It has been
thought that the problem could adequately be studied in organs removed from the
body and perfused with influenza virus material. The experimental procedure
adopted for this purpose was essentially the following. Under anaesthesia, the
vena portae of the animal was cannulated. Subsequently the liver, carefully
perfused with sahne, was removed from the abdominal cavity and a suspension
of virus of known titre was circulated in the blood vessels. The observations made
in the course of these investigations are the subject matter of the present

paper.

Material and Methods

Virus material. Allantoic fluid from infected chick embryos was used. In cases where
virus was titrated by the haemagglutination method only, fresh, not more than two weeks old*
allantoic fluid stored in the frozen state at — 20°C was employed. In cases where the reduction
of infectivity titre was also studied in order to follow the changes in the degree of virus ad-
sorption, virus material harvested on the day of the experiment was used.

Titration of the virus. The method employed for determining HA titres has been described
[9].The fluid dripping off the hepatic vein was titrated for haemagglutination, both undiluted
and in a serial dilution beginning 1:2. The original samples and their dilutions were mixed
with an equal volume (0,1 ml) of a chicken erythrocyte suspension. Agglutination was read
after 45 minutes. If no agglutination could be detected in the first tube, the titre was taken as
«< 2».

Infectivity was titrated according to Horvath[10], in semi-micro tissue cultures made
of ohorio-allantoic membrane suspensions. As to the details of the procedure, the paper by
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Horvath should be consulted. Five parallel semi-micro cultures were made of each virus dilution
and after 72 hours’ propagation the rate of multiplication was estimated by the haemagglutina-
tion method. The method allowed to estimate the infectivity titre within a margin of error of
+ 0,3 log units.

Removal and perfusion of liver. With due regard to the experience of Jancsé [11], the
following technique was employed in making the liver preparation. Young guinea pigs (250 to
300 g), adult rats (280 to 350 g), as well as old albino mice (25 to 30 g) were used. The animals
were laparatomized under ether anaesthesia, the portal vein was gently compressed and through
an incision made in its wall a glass cannula of suitable size, filled with saline, was introduced in
the direction of the liver and held in place by ligation. Without delay the liver was perfused with
saline to remove blood. Then the thorax was entered through the diaphragm, the inferior vena
cava severed above the diaphragm and the animal was bled to death. The diaphragm was de-
tached from the thoracal wall, the liver gently raised, the peritoneal parts and ligaments were
cut and the liver so freed was removed from the abdomen. Meanwhile, saline with physiological
perfusion was continued. The liver was placed on an inclined glass plate, 9x 12 cm in size, with
one corner as the lowest point. The fluid oozing out of the liver flowed toward this point, where
it dripped off. The rate of flow could satisfactorily be estimated by counting the drops. The
glass cannula inserted into the liver was attached to a glass coil in a water bath by means of a
thin rubber tube. The temperature of the fluid passing through the coil could thus be regulated.
The coil, whose internal diameter was 4 mm, ended in a small glass container, which formed
the highest part of the system. The fluid poured into the container, after passing through the
coolable coil and the liver, left through the hepatic vein, collected in small drops on the glass
plate and dripped into a volumetric cylinder. The fluid collected in the cylinder was at intervals
re-introduced into the glass container, in order to maintain a constant flow of the virus-bearing
fluid. The total capacity of the coil and the cannula was 21 ml. For mouse livers the volume of
the system was adequately reduced by means of shortening the tubing. The liver of guinea pigs
and rats used in the experiment took up an average of 5 ml of fluid, while mouse liver could take
up about 2 ml. These values were duly considered and were added to the volume of the tubing.

Prior to circulating the virus-bearing fluid, the coil was kept in melting ice and the liver
was perfused with ice-cold dilute formaldehyde and saline for 30 minutes. As a result, the liver
was considerably chilled and the thermometer inserted between its lobes showed temperatures
of 8° to 9° C

When the level of the last portion of the washing fluid reached the outlet of the glass
container, the virus-bearing fluid was immediately poured into the container. In this way er-
rors due to dilution of virus could be practically eliminated. Cooling was maintained while
circulating the virus. Immediately after the virus was measured into the container we began to
measure the volume of the fluid dripping out of the liver until 26 ml (or, with mouse livers, a
proportionate volume) had collected, which was then discarded. After that moment the fluid
dripping out of the liver was considered to be the virus material. The first 4 ml of this fluid col-
lected in the volumetric cylinder was set aside as sample 1. This sampling marked the beginning
of the experimental period. The collected portions, in the order of collection, were successively
re-introduced into the container at the very moment it became empty. Precautions were taken
to prevent bubbles of air from entering the system. By this simple method a steady flow of virus
material could be maintained in the system. The livers of guinea pigs and rats were perfused with
40 ml, the mouse livers with about 20 ml of virus-containing fluid. It took about 10 minutes for
the 40 ml of fluid to pass through the liver.

Control of liver preparations. According to Jancso [11], the liver perfused with metal col-
loid sols filters out metal particles from the fluid. This is, however, not to be ascribed to Kupffer
cell function, but is the result of the so-called »ultrafiltrative action« of the liver. In the presence
of hydrophil colloids (serum protein, gelatin) the activity of Kupffer cells is markedly increased
while in the absence of proteins the adsorbing capacity of the hepatic capillaries becomes very
significant.

g When a carefully washed liver preparation was perfused with India ink diluted with saline,
the fluid dripping out of the hepatic vein was practically colourless. Microscopic examination
of the liver revealed that the capillaries were obstructed by avery large number of India ink
granules, but there were no such granules detectable in the Kupffer cells. If a mixture of India ink
and bovine serum was used for perfusion, the outflowing fluid did not differ in colour from the
original. In such cases histological examination showed no precipitated granules of India ink, but
such granules were stored in the Kupffer cells.

Liver preparations treated with formaldehyde bound the introduced virus gradually,
while untreated livers bound all the virus contained in the perfusion fluid on the first occasion
already. These phenomena seem to indicate that on treatment with formaldehyde the non-
specific adsorbing capacity of hepatic capillaries becomes either abolished or very greatly reduced.
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For this reason the livers used were perfused with formaldehyde and washed thoroughly. Ad-
sorption of virus was considered characteristic only if on rewarming the organ at alater point
of time the virus could partly be eluted.

On completion of the experiment, the liver was perfused with 5 ml of dilute methylene
blue in physiological saline, in order to determine whether all the lobes participated in the per-
fusion, indicating that the cannula was introduced properly.

Results

The liver preparations made as described above were perfused with influ-
enza PR8, Lee, Swine, as well as with Newcastle virus. The experiments were
carried out as follows.

The liver was perfused with chilled physiological saline and completely
freed from blood. Then it was perfused with 100 ml cold physiological saline
containing 0,5 per cent formaldehyde which was then removed by washing
with cold saline for 20 to 25 minutes. In the liver so treated allantoic fluid dilu-
ted with saline at a ratio of 1 to 4 was circulated. Circulation of the allantoic
fluid was continued for 60 minutes with samples taken at the beginning of the
experiment, and then in intervals of 15 minutes. The samples were tested for
haemagglutination. The allantoic fluid was then allowed to flow out of the liver,
which was then perfused with 40 ml of chilled physiological saline for 30 minutes.
Samples for HA testing were taken at 15 and 30 minutes.

After this, the rubber tube connecting the cannula to the coil was clamped,
the liver and the cannula inserted into it were detached from the system and,
covered with a piece of gauze soaked in physiological saline, they were placed
for 30 minutes into an incubator of 37°C. At the end of this period the liver was
perfused with 2 ml of body-warm physiological saline injected into the rubber
tube on the cannula by means of a syringe equipped with a fine needle. The
fluid dripping out of the liver was tested for haemagglutination. The entire
procedure was then repeated and sampling after half an hour obtained. All this
was made in order to find out whether the virus bound by the chilled liver would
be released at body temperature. The results are summarized in Table I.

As shown in Table I, the 9 experiments performed with various viruses on
the livers of guinea pigs, rats and mice, respectively, yielded unequivocal re-
sults. The virus became gradually bound in the formaldehyde-treated, washed
and chilled livers and by the end of this stage of the experiment HA tests
failed to demonstrate the presence of virus. The chilled liver retains all, or at
least most, of the virus bound, as was shown by the fact that subsequent per-
fusion with chilled water yielded a washing fluid which contained no such
amounts of virus as are detectable by haemagglutination. Illustrative of the
partly reversible nature of virus adsorption is the HA titre of samples taken
after the liver had been warmed up. Such samples yielded varying aggluti-
nation titres in the individual experiments.
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TABLE 1

Summary of Liver Perfusion Experiments in Different Animals

g of HAtitre of sanpl e
] : sanpli
L aer{f: Stage of experinment Ing -
lﬂea le Sare NV
Rat 0 16 48 48 128
PR8 160 15 8 24 48 64
Lee 160 Perfusion with virus 0 < 2 16 8 32
Swine 160 45 < 2 2 2 32
NDV 160 60 - - < 2 16

5 < 2< 2< 2< 2
VD < 2< 2< 2< 2

Perfusion with saline

L 30 12 24
Elution in incubator
60 12 32
Guinea pig 0 16 16 48
PR8 256 15 8 8 24
Lee 128 Perfusion with virus 30 8 4 24
Swine 192 45 4 < 2 12
60 - — 4
15
Perfusion with saline <2< 2 <
30 < 2< 2 <
L 30 128 128 16
Elution in incubator
60 48 128 16
Mouse 0 24 32
PR8 9% 15 12 16
NDV 128 Perfusion with virus 30 12 16
45
60
15
Perfusion with saline 2 <
30 2
L 30 12 32
Elution in incubator
60 8 32

= 0 minute means the first 4 ml sampling.
The values are the reciprocals of HA titres.
Not tested.

s
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The evidence obtained in the experiments has clearly shown that virus
was adsorbed onto, and eluted from, the vascular endothelium. The HA test
demonstrates high concentrations of virus only and in order to elucidate the
finer details of this interaction between virus and vascular endothelium, the
more sensitive infectivity titration method must he resorted to. Since this latter
method is capable of demonstrating quite small amounts of virus, the procedure
had to be slightly modified. Two representative experiments of this type are de-
scribed in the following.

Temperature during perfusion
1rc. 3

Fig. 1. The adsorption and the elution of PR8 virus in the hepatic vessels of rat

A rat liver, prepared as described above, was perfused with physiolo-
gical saline at room temperature for 60 minutes and then for 10 minu-
tes with saline containing 0,62 per cent formaldehyde. Then chilled physi-
ological saline was circulated in the hepatic vessels for 60 minutes with the
double purpose of removing the formaldehyde and to chill the liver. Subse-
quently, as described, 40 ml of the PR8 allantoic fluid virus diluted at a ratio
of 1 to 5 was perfused under pressure. The last 2 to 3 ml of the virus material
dripping out after passing through the liver were pooled separately to be used
later for titration of virus. After this, 300 ml of chilled saline were passed through
the liver preparation and the washing fluid was discarded. This procedure took
80 minutes. After the hepatic vessels were thoroughly washed, 40 ml of chilled
saline were circulated in the system by the described method. The temperature
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of the outflowing saline was 11°C. From the beginning of the actual experiment
(i. e. when perfusion with the virus-bearing fluid had been started) until the
175th minute the circulating fluid was chilled. In this period, between the 85th
and 175th minutes, three samples were taken for titration of virus. Then the
glass coil was taken out of the melting ice and placed into a 37°C water bath.
The circulating fluid was kept warm until the 295th minute, when the experiment
ended. In this period when the temperature of the fluid dripping out of the liver
was 31°C, a number of samples were again taken from the perfusion fluid.

« Temperature during perfusion
8 °C. L 31 °C.

Fig. 2. The adsorption and elution of PR8 virus in the hepatic vessel of guinea-pig

The results of the experiment carried out with the rat liver preparation
are shown in Fig. 1.

It is seen that, both the infective and HA titres of the virus material that
had passed through the liver were significantly reduced.

The sample taken 90 minutes after washing, when the circulation of the
allantoic fluid virus had just begun, contained virus in a tife of only 10- 35
as compared to the initial titre of 10—733. During perfusion with cold fluid,
the titre rose slightly, then became insignificantly reduced again. The difference
between the two values was just within the limits of error of the procedure.
On warming up the circulating fluid, considerable amounts of virus were liber-
ated, as shown by the rise in both the infectivity and the HA titres. The subse-
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quent slow reduction in infectivity titre was most probably due to a thermal
inactivation of the virus.

The experiment was reproduced under identical conditions with guinea pig
liver (Fig. 2), using the same PR8 virus (40 ml of allantoic fluid, diluted at a
ratio of 1 : 5). It can clearly be seen in Fig. 2 how the virus was adsorbed even
during perfusion with cold fluid and how it was gradually released, particularly
on warming up. At the end of the experiment even the HA method revealed
the presence of virus.

Discussion

Liver preparations, from which the blood had been removed, were per-
fused with dilute formaldehyde through a cannula inserted into the portal
vein and then thoroughly washed. After such treatment the livers bound influ-
enza and ND viruses gradually. In support of the firm attachment of virus is
the fact that elution with cold saline failed to remove it from the liver. The
disappearance of virus on perfusion with cold fluid is due to the adsorptive
action of the hepatic vascular endothelium. The mechanism involved is similar
to that observable with adsorption onto erythrocyte or onto pulmonary epithe-
lium, where the virus can also be released from the surface by increasing the
temperature prevailing in the system.

Thus, according to the above observations, the internal surface of blood
vessels is capable of adsorbing virus in a characteristic manner. The elution
resulting from an increase in temperature is thought to be due to the activity
of an assumed receptor-destroying enzyme of the virus. On the basis of the
experiments it could, however, not be decided whether the virus-receptor substance
is localized on the surface or in the connective substance of the vascular endo-
thelium. The existence of such an inter-endothelial substance has been generally
accepted, the more so, as it can be demonstrated by adequate histological me-
thods (silver impregnation).

W hether the endothelial cells themselves, or the intercellular connective
substance, are the subjects of the receptor-destroying enzyme presumably
possessed by the virus, it may rightfully be asked whether this would be of
consequence on the permeability of vessels and, ceteris paribus, is this action
not one of the factors responsible for the well-known toxic character of influenza
virus. The rat, rabbit and guinea pig, which are otherwise not susceptible to
influenza virus, develop extensive lesions, or even die, on inoculation with
large amounts of virus. There are sometimes quite striking circulatory mani-
festations. For instance, influenza virus injected into the anterior chamber of
the rabbit’s eye will cause corneal opacity and moderate iritis. The influenza
virus inoculated into the rat brings about a considerable fall of blood pressure
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(Chang and Kempf, 12). Even in human pathology the cardio-vascular effects
of influenza virus are known phenomena [13, 14].

Wi ith respect to this problem, the observations made by Henle and Henle [15]
are particularly significant. They inoculated large amounts of influenza virus, in-
travenously or intraperitoneally, into mice and at autopsy found in the liver focal
necrosis, and in the spleen hyperaemia, degeneration of Malpighian bodies and
in some cases petechiae. The latter were not infrequent in the stomach either.
In addition, considerable pleural effusion could also be detected.

It seems justified to assume that one of the factors involved in the devel-
opment of the above s mptoms is an alteration of vascular permeability, arisen
perhaps in consequence of an enzymic action of the influenza virus. The assump-
tion is rather tempting and would be even more so, had it not been reported by
French and Ada[16] that very large doses (50 000 U per guinea pig) of highly
purified receptor destroying enzyme isolated from cholera vibrio cultures were
not toxic. The complicated structure of the influenza virus may by no means
be considered identical with the enzyme of the cholera vibrio. Consequently,
the above observation by itself does not suffice to discredit the assumption
that the influenza virus has a direct injurious effect on vascular endothelium.

SUMMARY

The portal vein was cannulated in the guinea pig, rat or mouse and the liver perfused
with saline and thus rendered free of blood. The organ preparation so obtained was perfused with
dilute formaldehyde, which was then carefully washed off. Subsequently, allantoic fluid contain-
ing PR8, Lee, Swine, or ND virus was circulated in the vessels of the liver preparation. During
this perfusion with cold fluid large quantities of virus were gradually adsorbed. On increasing
the temperature of the system by heating to above 30°C or by circulating body-warm physiolo-
gical saline in the hepatic vessels, part of the bound virus became gradually released. Thus, in
the animal species mentioned the viruses examined were adsorbed onto, and eluted from, the
internal surface of the vascular endothelium in a manner characteristic for the influenza and
related viruses. On this basis it may be assumed that the surface of the vascular endothelium
coating the lumen of vessels contains a virus-binding receptor substance. It is suggested that a
direct action on vascular endothelium may be one of the factors responsible for the toxicity of
influenza virus.
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CMNOCOBHOCTb 3HAOTENNA MEKOMANTAKOLWNX XXNBOTHbIX
K CBA3bIBAHNIO BWPYCA TPUTTMA

I". VBaHoBu4y, L. XopeaT n 3. Cénnéwm
Pestome

ABTOpPbI NPOV3BOAUIM 06ECKPOBMBAHUE MEYEHN MOPCKUX CBUHOK, KPbIC WX Mbllel
nyTem nepysnn ConeHol BOLON 4Yepe3 CTEKNAHHYIO KaHH/b, BBEAEHHYIO B BOPOTHYIO BEHY.
Uepes KPOBEHOCHbIE COCYAbl MOlYYEHHOr0 Takum 06pasom npenapata NPOMyCcKanu XUAKWNA
pacTBop (hopmasiMHa, 3aTeM TLUATEbHO BbIMbIBa/IM UX OT hopmanbiernga. locne atoro B Kpo-
BEHOCHbIX COCyAax Mpenapata MeyeHW BBOAWMAW B LMPKYNALMIO alNaHTOUCHYHO XWUAKOCTb,
cogepxawyto Bupycy PR8, Lee, Swine nam ND.

B npouecce 3aToli X0N04HON MNepdy3ny HaMume Bupyca B XXMAKOCTM MOCTENEHHO U B
60nbLIOM KOMM4YecTBe coKpalianocb. Ecnv npenapat neveHn nogorpesann 6onee, yem fo 30°,
WM Yepe3 KPOBEHOCHbIE COCYAbl MPOMYCKaN CONeHy BOAY TeMnepaTypbl Tena, 4YacTb CBS-
3aHHOro BMpyca MOCTeMeHHO 0cBO6OXAanacb. TakuMMm 06pa3om, Ha 3HAOTENUWM KPOBEHOCHbIX
COCYZI0B YNOMSAHYTbIX XMBOTHbIX MUCCNeAyeMble BUPYCbl aAcopOUpYOTCa 1 3aoMpyroTea Xapak-
TEPHbIM ANS FpUNNa « POACTBEHHbLIX eMy BUPYcOB 06pa3oM. Ha OcHOBe BbllLeyKa3aHHOro
MOXHO npegnonaratb, 4YTO MOBEPXHOCTb 3HAOTENUSA, BbICTUIAIOLWEr0 MPOCBET KPOBEHOCHbIX
COCYZ0B, COAEPXMT CBA3bIBAIOLLME BMPYC peuenTopbl. B pesynbTate HabnoAeHUA aBTOPbI CUK-
TalT BO3MOXHbIM, YTO OAWH M3 (DAKTOPOB TOKCMYHOCTM BMpyca rpunna AO/DKEH pPasbICKU-
BaTbCsl MOXET ObiTb WMEHHO B OKa3biBaeMOM WM HErocpejCTBEHHO Ha KPOBEHOCHbIE COCYAbI
felicTBuun.

9 Acta Microbiologica I1/1—2.
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Opinions differ as to the arisal and spread of influenza epidemics. Some
authors claim that such epidemics would start from a well-defined geographic
area, from some country, and woidd spread from there to other areas or count-
ries. Others favour the view that the virus is present everywhere, can go »under-
ground« and that epidemics break out simultaneously in various areas. More
recently, Andrewes [1] has published a survey of the current views and stated
that while epidemics caused by A virus usually originate from a circumscribed
area, those due to influenza B virus are more often local in nature.

It has been stated in the WHO report [2], as well as by Andrewes [1], that
while in 1948—49 influenza probably started from Sardinia and the first obser-
vations made in 1950—51 strongly suggested a Scandinavian origin, the epi-
demics occurring in the winter 1952—53 were multicentric and broke out simul-
taneously in different areas. In December there were nearly simultaneous out-
breaks in Japan and in the United States, followed by outbreaks early in January,
first in France and England, then in West-Germany, Switzerland, Finland,
Yugoslavia, Italy, and Portugal. In most countries .4-prime strains were reco-
vered, except in Denmark and Sweden. In the former country a considerable
number of B strains could be isolated along with the ,4-prime strains, while in
Sweden only B strains were recovered at the beginning, ~4-prime strains being
detectable only later.

In the following — along with a survey of data relative to previous years
and some methodical remarks — we wish to describe the details of the 1953
influenza epidemic in Hungary. This could be clearly followed in its spread from
north to south across the country and was, as shown by the strains isolated, due
to influenza B virus. The epidemic was, accordingly, somewhat different from
what has been described in the WHO report[2] and by Andrewes [1] about
European epidemics and confirms the view that even B-type epidemics may
show a tendency to spread.

To measure the extent and follow the spread of an influenza epidemic is
not easy. The difficulties involved have recently been pointed out in our report
on the 1950—51 epidemic [3], and in this connection we refer to a paper by

9*
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Deutschman [4] in which the same conclusions have been drawn from an ana-
lysis of international data.

There are a number of outstanding features in an influenza epidemic,
the simultaneous observation of which enables us to gain information relative
to its extent and seriousness.

One of such factors is the mortality rate. This seems to be the most suitable
basis for comparing international data, although with many inherent difficulties.

Another indicator that must not be left out of consideration is the outcome
of general mortality. During an influenza epidemic some of the deaths are ascri-
bed to other diseases or complications, such as pneumonia, bronchopneumonia,
etc. In a comparative survey of international data it is therefore advisable to
study the data of general mortality. The same is valid for observations concerned
with long periods of time in a particular country.

Both influenza mortality and general mortality are data which become
available for an extensive area only after a certain time has elapsed and are
consequently no immediate indicators of the spread and extent of the epidemic

It is obvious that for a close follow-up of an influenza epidemic such
indicators should be used which show from day to day the number of fresh
cases and make thereby new outbreaks detectable. A variety of data are suited
for this purpose.

Cases of influenza are reported in a different way in different countries.
In Hungary, only complicated cases must be reported. This system, although
it reveals to some extent the severity of the outbreak,[does not permit arecord-
ing of cases with a mild course. Reporting of complicated influenza has been
compulsory in this country since 1931 and the data accumulated since that time
may serve the purpose of evaluation. A shortcoming of this procedure is that
cases are reported usually with a few days’ delay and that complications do not
always develop right at the beginning of the outbreak.

A more rapid indicator is a survey of morbidity data for groups of people
living at close quarters, such as colleges, barracks, schools. Morbidity data rela-
tive to such groups, or the number of absentees may be quite relevant.
Other data that might be considered are numerical reports on influenza
cases by general practitioners, sales at chemists’, number of admission to
hospitals, etc.

For the past few years we have been studying practically all of the above
data during influenza epidemics. In large towns of this country reporting the
cases of influenza by general practitioners has been made compulsory. The num-
ber of those absent from work in large factories and offices were observed. The
number of children absent from school were recorded. Sales at chemists’ shops
were followed from day to day. The number of patients admitted to hospitals
with influenza were recorded. In addition, of course, the number of the compli-
cated cases and deaths reported were also recorded.
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Of the above procedures, observation of the number of children absent
from schools proved to be the most rapid and the most reliable method. Conse-
quently, it has been made compulsory for the more populated schools, where
children 6 to 14 years old aggregate in major groups, to report daily by telephone
the total number of children absent. This procedure has been found to be the most
adequate for observing the onset, extent and other characteristics of an epidemic.
The results are, to some extent, influenced by the fact that the number of children
absent includes the number of those absent for reasons other than influenza.
Experience has shown that in epidemic-free periods 5to 8 per cent of the children

Fig. 1. Influenza mortality in Hungary. A = A virus isolation positive, 5 B virus isolation
positive, 0 = Virus isolation failed

are usually absent ; since this percentage may be easily followed from day to
day, during an epidemic the increase in the number of absent children will
permit conclusions as to the extent of the epidemic. The epidemic curve plotted
from the number of absent children is naturally influenced by the fact that i
includes not only fresh cases, but also the whole course of the disease. Never-
theless, this method has proved the most satisfactory, which naturally does not
mean that the other data mentioned are considered negligible. In the following,
avariety of factors will be evaluated in order to present as estimate of the extent
and severity of epidemics.

In Fig. 1 are shown the mortality data. From this it can be stated that
following the serious pandemic of 1918—19, for some time, to be more exact,
until 1930, the epidemics broke out in every other year, except for one case. In
this stage (I) mortality rose high in each epidemic year, i. e. it clearly indicated
the influenza epidemics.
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The next part of the mortality curve (Il1) shows the period from 1930 to
1941. In this stage the mortality periods are not regular, the index numbers are
lower than in the previous epidemic years, the morbidity data (Fig. 2) are
not always parallel with mortality, nor, as it will be seen below, with data rela-
tive to the isolation of virus. As compared to the former period, decline seems
to have occurred in the mortality rate.

In period Il (from 1942 until 1949) mortality data do not indicate influ-
enza epidemics, and the same follows from the morbidity data (Fig. 2).

In 1950 a new stage began in influenza mortality (I1V). The index number
began to increase, but did not reach the levels of stage 11, and lagged far behind
the high mortality rates of the years of stage |. For this latter stage we have
by now also other, more detailed data at our disposal.

n Fig. 1 we have shown the years in which the Department of Virus Re-
search of the State Institute for Public Health has isolated strains of influenza
virus and the types they belonged to. In 1937,1939 and in 1941 the strains reco-
vered were of the A type, while in the years between all attempts at isolating
virus have failed. Between 1943 and 1948 virus research was discontinued, to
be resumed again in 1949. In that year most of the strains were of the B type,
in 1951 and 1952 M-prime, in 1953 B type, with no strains recoverable in 1950
[5, 6, 7 and 8]. It can be seen in the Figure that the changes in mortality rate
did not run parallel with the results of virus isolation. A considerable number
of influenza virus strains could he isolated in years when the mortality rates
did not indicate an epidemic (e. g. 1937, 1949), and, vice versa, attempts at
isolating virus failed in years when mortality was high (e. g. 1940, 1950). Thus,
mortality by itselfis not a sufficient indicator of influenza epidemics, it may only
show the severity of the outbreak. For observing mild epidemics, other methods

must be resorted to.
Morbidity data are shown in Fig. 2. (As already mentioned, only compli-

cated cases of influenza are compulsorily reported in Hungary.) The Figure
shows the very period, in which mortality data were not characteristic (Fig. 1).
The number of complicated cases reported may be considered as an indicator
and if it is taken as such, the Figure clearly shows the alternation of epidemic
and non-epidemic years. The results of virus isolation are also shown in this
figure and it may be seen that in this respect the situation was the same as
described above. It is striking that in 1938 and in 1940 no virus could be isola-
ted, although mild influenza occurred in both years. At that time, however,
research on nfluenza B viruses was not yet efficient and it is not impossible that
in those years the epidemics were due to influenza B virus.

As it can be seen, the epidemic of 1949 was only a mild one, as it was
confirmed by data to be presented later. In 1951 H-prime strains were recovered,
even from cases occurring in Budapest. As it will be disclosed below, in that
year only in some country towns could we detect a few minor local outbreaks.
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The number of reported cases was unusually high in 1953, when B type virus
could be isolated. This is partly attributed to the fact that the practitioners
were repeatedly asked to report their cases and consequently the number of
such reports increased. It is, however, also true that for many years this has

Fig. 2. Reported cases of complicated influenza in Hungary

been the most wide-spread epidemic, as it was apparent from the number of
hospitalized cases and other data.

By the end of 1953 the epidemic curve was steeply rising again, in indica-
tion of the outbreak that was to come early in 1954,

As to the seasonality of epidemics, the weekly records of the reported
complicated cases supply some information (Fig. 3). From these we may
derive the conclasion that during the 22-year period under discussion there has
not been a single influenza epidemic in Hungary that would have begun earlier
than January and that would have not ended by about the end of March. The
only exception was the 1952 epidemic, which began to rise relatively late, in the
middle of March. As already pointed out, in that year each of the recovered
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strains was of the yf-prime type. It is shown also by this figure that between
1942 and 1951 no serious epidemics occurred in this country, as already men-
tioned in connection with the mortality rates.

1332

Fig. 3. Reported cases of complicated influenza in Hungary by weeks

The data on mortality and morbidity are for the whole country and are
consequently inadequate to be used for analyzing precise epidemiological details
of influenza. During mild epidemics the incidence of lethal or complicated cases
in small areas is so lowrthat no far-reaching conclusions may be derived from it.
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This is the reason why we have chosen the observation of the index numbers
of children absent from schools as a means permitting a detailed analysis. This
kind of computation will he reliable only if sufficiently large numbers are
involved to render negligible the error caused by absenteeism due to other
causes.

Data relative to children absent from Budapest schools (Fig. 4)’ reveal that
in 1949 a mild epidemic of protracted course took place in the capital. At the
same time, as it can be seen in the previous figures, the mortality rates did not

46

Fig. 4. Percentage of children absent from Budapest schools

indicate the presence of an epidemic and even the complicated cases reported
from the total area of the country suggested a mild epidemic only. As early as
February, 10 to 12 per cent of the children were absent from schools and this
percentage did not rise higher than 17 per cent even at the peak of the epi-
demic. From these Budapest cases Farkas and Takatsy[6] recovered B-type
strains of influenza virus. From other areas of the country influenza epidemics
were not reported. In spite of this, the above authors succeeded in isolating
an ~4-prime strain from a local outbreak in a small village.

In our report on the influenza epidemic of 1951 [3] it was pointed out
that in 1951, when in Liverpool serious forms were already being encountered
and when in Western Europe, too, influenza epidemics due to ”~4-prime virus
were occurring in various areas, in this country only a few isolated outbreaks
affecting a limited number of small villages could be detected. From the latter
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outbreaks ~4-prime and B virus could be recovered [7]. Budapest, the capital
of Hungary, was free of epidemic in 1951 (Fig. 4), and the data for absence from
schools or from factories comply with this observation.

In 1952, however, the situation was different. As it is shown in the previous
figures, mortality data did not show anything characteristic (Fig. 1), and morbi-

Fig. 5. Absence from schools in 1952

dity data for the whole country indicative of amild epidemic only (Figs 2 and 3).
In 1952 the epidemic broke out rather late and was most extensive in Budapest.
Its mildness is clearly illustrated by the relatively small numb jr of children
absent from schools (Fig. 4). Apart from the epidemic in Budapest, only a
few country towns experienced mild epidemics in that year. The data relative
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to some of these towns are shown in Fig. 5, wh jre it can be seen that among the
larger country towns only in Szolnok was there an epidemic similar to that of
Budapest, while in the rest of the towns (of which but a few are included in the
figure) the percentages of absent schoolchildren did not indicate the occurrence
of an influenza epidemic. This, quite plausibly, may be explained by the onset of
warm spring weather, which might very well have prevented further spread.
In the light of what we have stated above concerning previous years, an immuno-
logical explanation would not be so acceptable.

Thus, it may be concluded that while in the period between 1942 and 1948
practically no influenza epidemics occurred in Hungary, between 1949 and 1952
there were local outbreaks, partly in Budapest and partly in some areas of the
country. An analysis of the mortality data for the whole country is inadequate
for revealing precise epidemiological details.

Information relative to the spread of the 1953 epidemic is given in Fig. 6,
in which the percentage of children absent from schools is shown for each town.
The first cases occurred in Esztergom and Komarom (designated 1 and 2 in
the Figure), i. e. in those two towns which, beside the Danube, are next to the
Czechoslovakian border. No detailed information was received from Czechoslo-
vakia, but we know that there an influenza epidemic broke out in December
1952, and in the towns and villages near to our country a great number of cases
were reported by the end of December already. To our knowledge, the strains
recovered in that country were of the B-type. It is most likely that the virus was
carried over from there into the two border towns, where the epidemic spread
rapidly and such a high proportion of schoolchildren were affected that the
schools had to be closed. By the middle of January the epidemic broke out in
Budapest. (Town No. 3 on Figure 6.) Here, as it can be seen in Figures 2, 3 and
4, the epidemic was much more extensive than usually. There are quite close
connections between Budapest and the two towns mentioned and this may
explain the relative rapidity of spread. From Budapest, the epidemic spread to
other towns which are in close contact with the capital, and, as shown in Fig. 6,
the data for children absent from schools clearly indicate the differences in
the time of onset and extent. In most towns the spread was similar to that in
Budapest. There were, however, towns, such as Veszprém (No. 10) or Miskolc
(No. 9), where the ep:’demic took a prolonged course (Part Il Fig. 6). It was
unusual that in the second largest town of Hungary, Miskolc, the epidemic did
not spread as rapidly as it did in other towns. In localities situated further to
the south or east from the main lines of communication, as well as in smaller
towns (Part Ill, Fig. 6, Curves 12, 13, 14, 15 and 16) the epidemic broke out
considerably later, at the beginning of February, but its course was similar
to that of the outbreaks observed in other towns and villages. The towns and
villages shown in Fig. 6 were selected at random ; to present all the data at
our disposal would exceed the scope of this paper.
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Fig. 6. Percentage of children absent from schools in 1953

* Schools were dosed
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Data relative to absent schoolchildren enable us to follow the spread of
influenza epidemics even within the area of a town. During the 1953 epidemic
in Budapest, District X111 reported the first outbreaks (Fig. 7), with District
XX 11 as the last one. In most of the other districts the change in the percentage
of absent children occurred more or less simultaneously. Illustrative of this is
the example of District V (Fig. 7) ; the epidemic curves for other districts
were greatly similar. As it has been shown in Fig. 1, the mortality rates did
not indicate an extensive epidemic, while the number of complicated cases repor-
ted (Figs. 2, 3, 4) clearly displayed the actual general situation.

It may be stated that in general the 1953 influenza epidemic spread over
to Hungary from the North and was further disseminated from Budapest. In
towns and villages more closely connected with Budapest the epidemic broke
out somewhat earlier than in distant localities or those less closely connected
with the capital. The villages shown in Part 11l of Fig. 6 are situated at the
southern and south-eastern border of the country and their example shows
that the epidemic, after entering through the northern border, spread across
the country, down to the southern borders. The course taken by the epidemic in
Yugoslavia or in Rumania is not known in its details.

It has been mentioned that Farkas and Domok [8] succeeded in isolating
virus during the 1953 epidemic and that these were of the B-type in the majority
of cases. It is known from both the WHO report and the review of Andrewes
that the epidemic that took place in Sweden in the autumn of 1952 was caused
by a B-type strain and it is quite probable that this strain has spread southwards
and, after passing Czechoslovakia, has entered our country.

The 1953 epidemic was the one most serious during recent years.
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The population of Budapest having experienced an influenza epidemic in
1952, it came as a surprise that another outbreak would occur so soon, after
the lapse of 10 months only. This, however, may be explained by the fact that
the 1952 epidemic was caused by an [ -prime type virus, while the 1953 one
by B-type virus.

For the sake of completeness it should be mentioned that at the middle
of December, 1953, still another influenza epidemic broke out, which was
similar in extent to the one described in this paper and which epidemic reached
its peak in January, 1954. The strains recovered from that new epidemic were
all A -prime in type. Without going into details, we must point out that at that
time, according to the data available, no influenza epidemic occurred in other
parte of Europe.

SUMMARY

The spread and extent of influenza epidemics may not be judged adequately on the basis
of mortality data alone, as these do not indicate epidemics with a mild course. In Hungary,
morbidity data include only complicated cases of influenza. In order to evaluate the precise
details of an epidemic, along with other indicators the changes in the number of children absent
from school were taken as a basis. In 1949, restricted to Budapest, there occurred an influenza
epidemic ofprolonged nature, due to astrain ofthe B-type.In 1951 the capital was free of influenza
and only in some villages could we observe epidemics due to 4 -prime virus. On the other hand,
in 1952 Budapest was mainly affected and this time the pathogenic agent responsible for the
epidemic belonged to the 4-prime type. In January and February, 1953, an extensive B-type
epidemic spread across the country. This epidemic started in towns situated near the Czecho-
slovakian border, from where it spread first to Budapest and then to major towns. In about
one month’s time it reached the smaller towns lying near the Yugoslavian border. The general
mortality was scarcely higher than in epidemic-free years, in spite of the fact that the epidemic
was more widespread than those occurring during the two preceding years. In December, 1953.
a new epidemic, similar in extent, broke out. This was caused by 4-prime influenza virus.
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ONOUTAWN

SANMMNAEMNONOIMYECKME OCOBEHHOCTW 3NMMAEMUN  TPUTMA
1953 NOOA B BEHIPUMU

A. lNeTpunna
Pesome
[Ona HabnwgeHna pacnpocTpaHeHUs M pasMepoB 3NWAEMUI Fpunna AaHHble 0 CMepT-

HOCTUN He ABNAKTCA BMOJIHE YA0B/IETBOPUTE/IbHBbIMU, TaK KaK He O0TpPaXkakoT JIerko MnpoTeKatro-
wmesnugemunn. [laHHble 0 3a60/1eBaeMoCcT B BeHrpmn KacaroTcs TO/IbKO OC/TIOXKHEHHbIX C/y4Yaes.
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C uenbio nposefieHNs1 60/iee TOUHbIX HaBNHAEHUIA Hapsgy ¢ NpoYMMKU MHAMKATOpaMn —
YUNUTBLIBA/IOCh TaKXe W [BVKEHWE uucna MPOonyCcKaloLMX LWKONY YUYeHUKOB. [pofo/KnTeb-
Haa anugemusa 1949 rofa, BbI3BaHHAs FPWMMMO3HbLIM LITaMMOM Tuna B, npoTekana TonbkKo B
cTonuue. B 1951 rogy snuaemMmnsi MMHOBaIa CTOMMLLY U TO/IbKO B HECKO/IbKMX OKPECTHBIX cenax
0TMeYanIMcb BCMbIWKK rpunna A’. B NpoTMBOMOMOXKHOCTL 3TOMY anugemunst 1952 roga npoTe-
Kana NpeuMMyLLIECTBEHHO B CTOMMLE, M MPUUMHON ee OKaszancs wWwTamm Tuna A'. B aHBape u
theBpane 1953 roga anuaemusi rpunna B oxsaTuna Bclo CTpaHy. llepBble BCMbIWKA HAO/M0-
[anncb Ha ceBepe, B [BYX ropofax, nexauinmx Ha rpaHuue YexocnoBakuu, oTTyaa anuaeMums
NPOHUKNA B CTOMMLY, 3aTeM B 60/iee KpyMnHble ropoga W NpubnnsnTenbHO Yepe3 Mecsl, nos-
BUNacb B 60/51ee MeNIKMX ropoaax, pacrnonoXeHHbIX BAOMb HOXHOM rpaHuupbl. Y1cno netanbHbIX
MCXOMI0B eflBa MPEBbILLANI0 CMEPTHOCTb MpPeablayLLIMX, BHEINUAEMUYECKUX NET, XOTSA MO pac-
NPOCTPaHEHHOCTM MOoCNeAHss Oblfa ropasfo LWnpe HabMrAABLUMXCS 38 Nepuoj ABYX NOcAeaHNX
neT anugemuii. B gekabpe 1953 roja BHOBb Hauyanacb aHa/orMuyHas no pasmepy anuaemusi,
BbI3BaHHas LTammom A’.
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Die Umgestaltung der Sterine auf mikrobiologischem Wege hat in der
etzten Zeit sowohl auf theoretischem Gebiet wie auch in der Praxis immer
mehr Bedeutung erlangt. Die mikrobiologische Oxydation steroider Alkohole,
die Reduktion steroider Ketone und die Oxydation am C-Atom 7, 11 bzw. 16 des
Sterinskeletts durch Mikroorganismen hat die Bedeutung derartiger Forschungen
erwiesen.

Mit der Oxydation der Steroiden Alkohole haben sich als erste Mamoli
und Vercellone [1] beschéaftigt. Spater stellten Tak[2] und besonders Turfitt\3,4,
5, 6] Untersuchungen Uber die von aus Gartenerde isolierten Mikroorganismen
auf die Sterine entfaltete Wirkung an. In friheren Versuchen haben wir [7,
8, 9] auch nachgewiesen, dass durch Mikroorganismen der Sterankern dehydriert
bzw. dem C-Atom 7 des Sterinskeletts eine Oxygruppe angelagert und die Seiten-
kette oxydiert werden kann. Neueren Angaben zufolge [10, 11, 12, 13, 14] kann
ausser an das C-Atom 7 des Sterankerns auch dem C-Atom 11 und 16 eine OXxy-
gruppe angelagert werden. Von diesen Beobachtungen haben besonders die das

C-Atom 7 bzw. 11 betreffenden Oxydationsprozesse — insbesondere bei der
Vereinfachung der Synthese des Vitamin D3 und des Nebennierenrindenhor-
mons — auch praktische Bedeutung.

Die bisherigen Ergebnisse sind aber noch unbefriedigend, und zwar einerseits
weil ein Teil der benutzten Stdimme nach einiger Zeit seine Aktivitat verliert
[5,16], und andrerseits, weil die mit den in der Literatur erwdhnten Stdmmen
erzielte prozentuale Ausbeute — trotzdem schon ansehnliche Werte erreicht
werden — den gestellten Forderungen noch nicht entspricht. Daher ist auch
weiterhin eine systematische Stammforschung nétig.

Bisher bediente man sich im allgemeinen der Methode der «enrichment
cultures» [2, 5, 14], die im wesentlichen darin besteht, dass aus mit Erdfiltrat
beimpften synthetischen N&hrbdden nach einer gewissen Inkubationszeit auf,
frische Nahrboden tberimpft und diese Uberimpfung dreimal wiederholt wird.
Aus der letzten Kultur werden dann die einzelnen Stamme isoliert und separat
auf den Originalndhrboden tUberimpft. Als C-Quelle wird ausschliesslich Chole-
terin bzw. die zu untersuchende Steranverbindung benutzt.

10 Acta Microbiologies I1/1—2.
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Die Nachteile der Methode sind folgende :

1. Die wiederholte Uberimpfung sowie die Untersuchung der Reinkulturen
bedeutet einen grossen Zeitverlust.

2. Héaufig kommt es vor [5], dass die mit der «enrichment cultures»-
Methode isolierten Reinkulturen nach ihrer Uberimpfung auf frische Ndhrboden
die betreffenden Sterinderivate nicht mehr zerlegen, was bedeutet, dass diese
Stdmme wahrscheinlich die beim Abbau des Ausgangsmaterials durch andere
Mikroorganismen entstandenen Zerfallsprodukte weiter zerlegen. Hierbei bleibt
es aber fraglich, wann der betreffende Stamm in die Kette der Sterinoxydation
eintritt.

Ferner ist mit der obigen Methode auch der Grad der Oxydation nicht
festzustellen, d. h. ob das Steranskelett selbst intakt bleibt oder ob es in klein-
molekuldre Abbauprodukte zerfallt.

Man hat dem N&hrboden ausser dem zu untersuchenden Sterin auch noch
andere C-Quellen beigefiigt und so dafiir gesorgt, dass die Sterinoxydation einen
sekunddren enzymatischen Prozess darstelle, d. h. dass das angewandte
Sterin nicht fur die vitalen Bedirfnisse der Mikroben verbraucht werde. Der
grosste Fehler dieses Verfahrens ist seine Langwierigkeit, da der Ndhrboden nur
mit Reinkulturen beimpft werden darf. Wirde man seine Beimpfung néamlich
mit Erdfiltraten vornehmen, so wiirde schwer zu ermitteln sein, welche von den
zahlreichen aufdem N&hrboden zur Entwicklung gelangenden Mikroorganismen
das Sterin oxydierten. Zur Behebung dieser Schwierigkeiten haben wir ein neues
Verfahren zur Isolierung sterinzersetzender Stamme ausgearbeitet, das auf der
Erkenntnis beruht, dass im allgemeinen die Oxydationsprodukte der Sterins im
Ultraviolettlicht chromatographiert werden kdnnen. Das Verfahren ist fol-
gendes :

In Petri-Schalen werden Silikagel-Platten hergestellt und nach Sterilisie-
rung mit3—6 ml steriler Mineralsalzlésung benetzt. Die Nahrlésung bestand aus:

NHAN O3 oot 4,0 g
KZHP O oottt 0,5 g
MGS04 o7 H20 i 0,25 g
N AC Lt 0,05 g
FESO4 oot 0,01 g
MNSO04 s 0,01 g
CaCl2 e 0,001 ¢
ZNS04 oo 0,001 g

-f- 100 ml dest. Wasser.

Der Silikagel-Néahrboden wird mit sterilem Cholesterin bestreut und mit
dem Erdfiltrat (bzw. den zu untersuchenden Proben) beimpft. Die Kulturen
werden bei 25° C inkubiert und die Entwicklung der Mikroorganismen téglich
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kontrolliert. Nach ihrem Erscheinen werden sie auf Schrégagar tdberimpft und
die Stdmme nach Verlauf von etwa 10—14 Tagen Inkubationszeit auf ihre
sterinoxydierende Fé&higkeit geprift. Ist die aufgetragene Sterinschicht véllig
verschwunden, so ist sie von der Kultur wahrend ihres Metabolismus vollkom-
men verbraucht worden. 1st dies nieht der Fall, so wird auf die Silikagelplatte
eine dunne Schicht Aluminiumoxyd gestreut, die Kolonien mit einem orga-
nischen Ldsungsmittel betrdufelt und auf Grund der im Ultraviolettlicht wahr-
nehmbar werdenden, um die Kolonien entstehenden farbigen Ringe festgestellt,
ob auf die Wirkung der betreffenden Mikroorganismen Oxydation stattgefunden
hat. So werden also von den in den Petri-Schalen entstandenen Kolonien nur
diejenigen der zuvor schon auf Schrégagar Uberimpften Kulturen eingehend
weiter untersucht, deren Sterinzerlegungsvermdégen schon bei der Chromatographie
offenbar wurde. Der Ndhrboden muss aber nicht unbedingt eine Sterinverbindung
sein, als C-Quelle kdnnen statt dem Silikagel auch beliebige andere N&hrbdden
verwendet werden. Dann wird das zu untersuchende Material mit einem Benetz-
ungsagens (z. B. 1:7000 verdinnte Natriumsulfolauratlésung) emulgiert
und sterilisiert, die Emulsion zu dem sterilen N&dhrboden gegeben tind nach gu-
tem Durschschitteln zu Platten ausgegossen. Auf diese Weise wird der zu unter-
suchende Stoff im N&hrboden sehr gleichméssig verteilt, wadhrend andernfalls,
wenn die Sterilisierung zusammen mit dem N&ahrboden erfolgt, die Sterine ver-
klumpen und beim Plattengiessen auf eine Stelle geraten.

Es kann auch so vorgegangen werden, dass man — &hnlich wie bei der
Silikagel-Methode — das fein pulverisierte Aluminiumoxyd auf den bereits erstarr,
ten Nahrboden streut und ihn dann mit dem Erdfiltrat beimpft. Es empfiehlt
sich, hei der Uberimpfung eine Verdiinnungsserie herzustellen, weil unter Um-
stdnden viele Kulturen auswachsen, die zum grossen Teil Uberhaupt nicht an
der Sterinoxydation teilnehmen, die Untersuchung aber stérend beeinflussen.
Von den entstandenen Kolonien werden nur diejenigen untersucht, die sich in
entsprechender Entfernung voneinander entwickelt haben. Hier wird beim
Chromatographieren um die einzelnen Kolonien ringartig etwas Aluminium-
oxyd (z. B. Brockmann Ill. Qual.) in gleich hoher Schicht gestreut. Dann wird
die Kultur und der darunter befindliche feste Nahrboden (der innerhalb des
Aluminiumoxydringes liegende Teil) aufgestochert, um die Sterinderivate l6sen
zu koénnen. Dies ist natirlich nur dann erforderlich, wenn bei der Zubereitung
des Nahrbodens das zu untersuchende Sterin den Ubrigen Zutaten untermengt
und nicht auf den schon erstarrten Ndhrboden gestreut wurde. Die Untersuchung
im Ultraviolettlicht geschieht hier auf die gleiche Weise wie oben beschrieben.

Der Vorteil unserer Methode ist, dass

1. auf ein und derselben Platte mehrere Stamme gleichzeitig untersucht
werden kdnnen und

2. das Eintreten der einzelnen Stamme in die Oxydationskette verfolgt
werden kann.

10-
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W échst ndmlich eine Kultur erst einige Tage spéter neben einer anderen
heraus, so kann diese offensichtlich nicht das Ausgangsprodukt, sondern nur
deren Abbauprodukte verbrauchen.

Eine Ausnahme bilden natirlich solche Stdamme, die zu ihrer Entwicklung
l&ngere Zeit beanspruchen.

3. Im Laufe des Versuches kann auch sofort festgestellt werden, ob die
fraglichen Mikroorganismen das untersuchte Material restlos verbraucht haben.

4. Es konnen sterinoxydierende Stamme auch von solchen N&hrbdden
binnen relativ kurzer Zeit isoliert werden, in denen das Sterin nicht die einzige
C-Quelle darstellt.

Bei der Anwendung dieser Methode dirfen aber auch ihre Nachteile nicht
ausser acht gelassen werden :

1. Da nicht alle Sterinderivate im Ultraviolettlicht Farbringe zeigen, kann
das Verfahren nicht als exakt bezeichnet werden, was sich aber in unserem Falle
nicht stérend auswirkt, da die uns wichtigen Oxydationsderivate fir die chroma-
tographische Untersuchung geeignet sind.

2. Falls die Mikroorganismen in den Eluierungsmitteln lésliche Pigmente
bilden, so wird dadurch der Nachweis der Abbauprodukte behindert. Bei der
Durchfuhrung der Stammsammlung empfiehlt es sich, die sterinoxydierenden
Stamme in extremen Fundorten entstammenden Erdproben zu suchen, da sich
herausgestellt hat [16], dass von den aus verschiedenen Erdbodentypen isolier-
ten, Antibiotika produzierenden Stdmmen diejenigen ihr Produktionsvermo-
gen — auch nach mehrmaliger Uberimpfung — beibehielten, die Erdproben
entnommen worden waren, welche fir die Zichtung von Mikroorganismen un-
gunstige Bedingungen bieten.

Die bekanntgegebene Methode soll in Zukunft hauptsachlich zur Sammlung
von sterinoxydierenden Proactinomyces- und Mucor-Arten zwecks Oxydation
des 7 und 11 C-Atoms am Sterinskelett herangezogen werden.
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MPOCTbIE METO[bl CEJIEKUMN CTEPUHOKUCINTENbHbIX
MWKPOOPIrAH3MOB

A. Kpamnn, T'. Tlynan n A. JlaHTOoW

Pesome

OKWUCNEHVE U PeayKUWsl COeAMHEHMWI CTepaHHOro MOCTPOEHUS MMUKPOGMOIOrMUECKUM
nyTeMm MMeeT 0co60e 3HaueHre B CUHTETMUECKOM MPOM3BOACTBE CTEPOMAHbLIX FOPMOHOB. 3TOT
MeTOof, C 6OMbLUMM YCMEXOM MPUMEHSIETCS NPU NPOM3BOACTBE TECTOCTEPOHA, IAe C MOMOLLbIO
KOPUHEe6aKTepuii, KyNbTUBMPOBAHHBLIX MPU [APOX>Kax, MPeACTaBMSeTCA BO3MOXHOCTb MNpe-
BPALLEHNA OIHOM (ha3oii AerapoaHAPOCTepPOHa B TECTOCTEPOH. COrflacHo MccnefoBaHmsim Xop-
BaTa M Kpamnu, ¢ nomolLbio LWTamma Proactinomyces roseus B 7. YrnepoAHblii aToM CTepaHHOi
CTPYKTYPbl MOXHO BK/IOUMTL rpynny OH; [leTepcoH M ero coTpyaHUKM BKMouMnu B 11.
YrnepoAHblii atom rpynny OH KynbTypamu Risopus. MepBoe Hab/ofeHWe MMeeT 3HaueHue
npu cuHTe3e BUTaMMHa D3, a BTOPOe — MpPU CUHTE3e KOPTM30HA.

BbllleyKasaHHble pe3y/bTaTbl NOTPe60BaM paspaboTKy TAaKOro MeToAa, C MOMOLLbHO
KOTOPOro MpeAcTaB/seTCs BO3MOXKHOCTb GbICTPOTO OMNpeaeneHns: rofeH M Kakoi-HUbyab
MVUKPOOPraHu3M f11 OKWUC/EHUSI COeAMHEHWIA CTEPaHHOIO MOCTPOEHWUS WK HeT.

Mpn pa3paboTKe YMNOMSHYTOrO MeTof4a aBTOPbl MUCXOAWAWM M3 TOrO HaGMOAEHUS, YTO
o6pasylolmecss B MNPOLIECCE OKUCMEHUSI  CTEPOWAHbIE KETOHbI, afcop6UPOBaHHble OKWChIO
NOMUHUS, NPY YNbTPAPUONETOBOM 06/yUYeHUM (DIyOPecLMpyoT pasnuuHbIMK LiBeTamMu. Crie-
[0BaTe/IbHO, ECNM Ha TBEPAYH Cpesy — eAMHCTBEHHbIM WCTOYHWMKOM Yriepofja KOTOpoi Cry-
XWUT MCCeayeMblit CTEPUH -  CAeNnaeM NoceB NMoYBEHHOro (UNbLTPATA, MOSIBAAIOLLMECS KOMIOHWM
NMOKPOEM TOHKMM C/I0EM OKUCW a/IlOMUHUSI U 3aTeM 06pbI3raemM OpraHWueckum pPacTBOPUTESEM,
TO Ha MecTe TeX KOMIOHWiA, rae NPOoWU3oLL/Io OKWUCAeHMWe, 6yayT BUAUMBI LBETHbIE KO/bLa., Takum
06pasomM, caenaB NpPeaBapuTeNibHO MEepeceB M3 BbIPOCLUMX KOMOHWIA, OyfeT BO3MOXHOCTb Ce-
NEeKUMU MPUTrOAHBLIX AN OKUC/IEHMSt CTepUHA LUTaMMOB. [1s CefleKuuy LUTaMMOB aBTopamm
06bI4HO NPUMEHANACL CPefa M3 CUMMKarens Wian arap, B KOTOPbIX C MOMOLLLIO Masioro Kosu-
yecTBa Cy/b(onaypata HaTpUs B3BELUMBAIN  KOMECTEPVH.
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Im Laufe unserer seit Jahren durchgefihrten Untersuchungen uber die
biologischen Eigenschaften des Virus der Aujeszkyschen Krankheit (im nach-
stehenden Ay-Virus) zeigte sich die Notwendigkeit, Laboratoriumstiere gegen
diesen Krankheitserreger wirksam aktiv zu immunisieren. Die in der Literatur
vorkommenden Angaben boten leider bei dieser Aufgabe nur wenig Hilfe und
erbrachten hochstens den Beweis, dass atif diesem Gebiete mit zahlreichen
Schwierigkeiten zu rechnen ist. Die Mitteilungen von Zivick und ZeZZer[l] sowie
von Gerlach und Schiveinburg [2, 3,4] berichten Uber die Schwierigkeiten, die bei
der Immunisierung von Kaninchen bestehen. Sie fanden hierzu das inaktivierte
Virus als vollstdéndig ungeeignet, bei Verwendung von infektionsfahigem Virus
gelang es ihnen — wie vorsichtig sie auch immer die Immunisierung in An-
griff nahmen — sozusagen bloss ausnahmsweise, manchmal ein Tier so zu
infizieren, dass es, wenn es nicht einging, nach der Infektion Uber eine Im-
munitat verfugte.

Das Schwein ertragt — wie dies aus den Arbeiten von Kdéves und Hirt [5]
auch in Einzelheiten bekannt ist — die Infektion mit dem Ay-Virus recht gut
und wird danach stark immun. Auch einige Laboratoriumstiere kénnen so infi-
ziert werden, dass sie — wenngleich mit grossen Vsrlusten — die Krankheit
Uberstehen und daraus immun hervorgehen. Laut Jonesco und Olarm[6] kann
man Hunde mit infektionsfahigem Ay-Virus erfolgreich immunisieren ; leider
sagt jedoch ihre Arbeit nur wenig Uber das von ihnen angewandte Verfahren aus.
Auch wir selber versuchten lange Jahre hindurch, Meerschweinchen und Kanin-
chen mit lebendem Virus aktiv zu immunisieren, doch endete jeder Versuch,
wie vorsichtig immer auch die Infektionsdosis erhdht wurde, mit dem Tode der
Tiere. Koch und Abraham [7] erzielten gewisse Ergebnisse, indem sie Ratten mit
ansteigenden Dosen eines infektionsfahigen Virusmaterials beimpften. Mehr
als sechs Monate alte Ratten konnten auf diese Weise ohne grdssere Ver-
luste immunisiert werden, wéhrend die jingeren Tiere fast ausnahmslos zu-
grunde gingen.

Nach den obigen Ergebnissen hat es den Anschein, als ob die Antigeneigen-
schaft des Ay-Virus sehr labil wire und als ob bereits schwache chemische Sché-
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digungen zu ihrer vdélligen Unwirksamkeit fuhrten. Aus diesem Grunde war
unser Bestreben darauf gerichtet, eine milder wirkende Inaktivierungsmethode
zu finden, so dass versucht wurde, die Aufgabe durch Anwendung von ultra-
violetten (im weiteren UV) Strahlen zu I6sen. Aus den nachstehenden Ausfiihrun-
gen geht hervor, dass das mit UV-Strahlen behandelte Ay-Virusmaterial seine
immunogene Eigenschaft bewahrt und sowohl zur Immunisierung von Meer-
schweinchen wie auch von Mausen und Kaninchen geeignet ist.

Methodik

Gewinnung des Virusmaterials : Es wurde ein auf die bereits beschriebene Weise [8, 9]
in Gewebesuspensionen von Hiuhnerembryonen geziichtetes Virusmaterial benutzt. Den ver-
wendeten, mit Ay XXV bezeichneten Stamm stellte uns liebenswirdigerweise Prof. G. Hirt
zur Verfuigung. Das Virus wurde eine lange Zeit hindurch durch dreitdgige Uberimpfungen auf
Gewebekulturen aus Hihnerembryonen geziichtet. Die Kulturen wurden in Erlenmeyerkolben
von 100 ml oder 1 1hergestellt, wobei im ersteren Falle 200 mg Gewebebrei in 4 ml Nahrlésung,
im letzteren Falle 2000 mg Gewebebrei in 40 ml Nahrlésung suspendiert wurden. Die Ziichtungs-
dauer betrug 72 Stunden bei 37°C.

Bestimmung der Infektionsfahigkeit des Virusmaterials : Die Kulturen wurden im Mdrser
homogenisiert und 10 Minuten lang mit etwa 2000 U/Min. zentrifugiert. Der so gewonnene EXx-
trakt stellte das verwendete Virusmaterial dar, dessen Titrierung auf zweierlei Weise durchge-
fhrt wurde : entweder mit Herzmuskelexplantaten von Hihnerembryonen auf Grund der zyto-
pathogenen Eigenschaft des Virus [8] oder durch intrazerebrale Beimpfung von Mausen. Im
letzteren Falle wurden mit je 0,03 ml des verdiinnten Virusmaterials Gruppen von je vier Mausen
infiziert. Die Tiere wurden 12 Tage unter Beobachtung gehalten und bei ihrem Eingehen stets
die friheren geschilderten Erkenntnisse bertcksichtigt, denen zufolge die pathologische
Eigenschaft des an das Hihnerembryonengewebe adaptierten Virus sich sowohl in bezug auf die
Inkubationszeit als auch auf die Krankheitssymptome von jener des in Sdugetieren durch Passagen
erhaltenen Virusmaterials unterscheidet [9].

Nach der 70.—80. Gewebekulturpassage hatten sich die Eigenschaften des Virus stark
gefestigt und ausserdem enthielten die Kulturen auch eine bedeutende Menge Virus. Das aus
den Gewebekulturen gewonnene Virusmaterial fihrte noch nach Verdinnungen von 10~ 4—10~ &
den Tod der intrazerebral beimpften Mause herbei. Bei Titrierung in Gewebekultur erwies es
sich in der Regel bis zu Verdiinnungen von 10 6 oder noch héher als infektionsfahig. Wenn man
auf dieser Grundlage rechnet, dann ergibt sich, dass 4 ml Extrakt einer 200 mg Gewebe enthal-
tenden Kultur 30—50 Millionen DL®enthielt. Bezieht man dies auf Trockenmaterial, so kommt
man zum Ergebnis, dass die Viruskonzentration um ein Vielfaches grosser ist als in den aus den
Organen infizierter Tiere gewonnenen Extrakten.

Bestimmung des Immunstoffes : Der Immunstoffgehalt des Blutserums der immunisierten
Tiere wurde nach halbstiindiger Inaktivierung bei 56°C bestimmt. Als Kontrolle wurde mit Hitze
behandeltes Blutserum von nicht immunisierten Individuen derselben Tierrasse verwendet.

Wenn das Neutralisationsvermdgen des Serums mit Hilfe von Gewebekulturen gemessen
wurde, dann wurde aus dem virushaltigen Extrakt eine Verdinnungsreihe von 1:10, 1: 100,
1: 1000 usw. bereitet, danach zu 1,8 ml der verdiinnten Serien jeweils 0,2 ml konzentriertes Serum
hinzugefiigt und in jedes Reagensglas 6—8 Stiickchen fein zerschnittener Hihnerembryonen-
Herzmuskel gegeben. Nach 72stiindiger Inkubation bei 37° Cwurden —auf die bereits ausfihrlich
geschilderte Weise — aus jeder Verdiinnung 4 oder 5 Explantate hergestellt. Als Infektionstiter
wurde hierbei jene grosste Verdlinnung des Virusmaterials angesehen, die an zumindest der Halfte
der auf die erwahnte Weise hergestellten Hangetropfen-Gewebekulturen eine zytopathogene
Wirkung ausldste [10].

Die Neutralisationsproben erfolgten an Mausen mit Verdiinnungen des Virusmaterials von
1:5,1:50,1 500 usw., denen man ebenso viel Blutserum hinzufigte, worauf das Gemisch eine
halbe Stunde vor dem Impfen auf 37°C gehalten wurde. Auf Grund der an je vier Tiergruppen
vorgenommenen Titrierungen wurden die Werte von DLS nach der Methode von Reed und
Muench [11] berechnet. Der Quotient der Werte des Immunserums und des Kontrollserums
ergab den Neutralisationsindex.
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Versuthsergebnisse

Inaktivierung des Virus durch UV-Bestrahlung. Aus dem auf obige Weise
hergestellten Virusmaterial wurden Mengen von je 2,5 ml in Petrischalen von
10 cm Durchmesser eingemessen und aus 45 cm Entfernung mit einer Quecksil-
berlampe Fabrikat Hanau (Type : Hohensonne S 300) bestrahlt. Wahrend dieser
Bestrahlung wurde das Virusmaterial stdndig mit einem Glasstdbchen umge-
rihrt. Auf Grund der Untersuchung der Infektivitdt des verschieden lange be-
strahlten Virusmaterials konnte festgeslellt werden, dass wenn die Gewebekultur
dem urspringlichen Verfahren entsprechend mit Phenolrot enthaltender Simms -
X 6-Losung bereitet wurde, zur vollstandigen Inaktivierung des farbstoffhaltigen
Virusmaterials eine verhaltnisméssig lange Zeit notwendig war. Aus diesem
Grunde wurde im weiteren der N&hrlosung kein Phenolrot mehr zugegeben,
wodurch die notwendige UV-Menge — wie aus Tabelle | ersichtlich — auf die
Héalfte gesenkt werden konnte.

TABELLE 1
Inaktivierung des Ay-Virus durch UV-Bestrahlung

Das aus der 91. Passage gewonnene Yirusmaterial mit einem zytopathogenen Titer von 10—6
wurde in Anwesenheit und Abwesenheit von Phenolrot mit UV-Strahlen behandelt. Die Infektivi-
tat der im Verhaltnis von 1:10 verdinnten, zu verschiedenen Zeitpunkten genommenen
Proben wurde in Gewebekulturen festgestellt.

I it Infelktivitat

' ST

+ o+ o+ o+
+

B oo wk

-f- = das im Verhaltnis von 1:10 verdinnte Virusmaterial zeigte nach UV-Bestrahlung
eine zytopathogene Wirkung.

Eine mehrfache Wiedsrholung des in der Tabelle angegebenen Versuches
— wobei naturlich die Nahrlésung keinen Farbstoff mehr enthielt — zeitigte
gleiche oder sehr &hnliche Ergebnisse. Es bedurfte einer Bestrahlung von 5
Minuten, um zu erreichen, dass das im Verhaltnis 1 : 10 verdiinnte Virusmaterial
keine Infektivitdt mehr besitze. Da das Bestreben auf vollstdndige Aufhebung
der Infektivitat gerichtet war, wurde das bestrahlte unverdiinnte Material durch
intrazerebrale Beimpfung von Ma&usen kontrolliert. Hierbei konnte festgestellt



154 I. BELADI und G. IVANOVICS

werden, dass noch 25—50% der mit dem 5 Minuten lang bestrahlten, unver-
dinnten Material beimpften M&ause eingingen. Deswegen wurde, um ganz sicher
zu gehen, die Bestrahlungszeit auf 10 Minuten erhdht. Ein solches Yirusmaterial
wurde vierundzwanzigmal hergestellt und seine Infektivitat jeweils durch intra-
zerebrale Beimpfung von M&usen nachgeprift, wobei es sich in jedem Falle
herausstellte, dass es inaktiv war. Das inaktivierte Yirusmaterial wurde bis zu
seiner Verwendung bei einer Temperatur von — 15°C gelagert.

Immunisierung von Meerschweinchen. Auf Grund von Vorversuchen an
kleineren Tiergruppen wurden die Ungeféhrlichkeit des Verfahrens und die
immunogene Wirkung des Impfgutes festgestellt. Danach wurde folgender
Versuch ausgefiuhrt :

Es wurden 27 Meerschweinchen von 300—700 g Korpergewicht am
12. X. 1953 mit je 0,5 mlinaktiviertem Virus subkutan und dann am 17. X. mit
je 0,5 ml, am 22. X. mit je 1 ml und am 28. X. mit je 1,5 ml intraperitoneal
beimpft. Wéhrend der Immunisierungszeit ging kein einziges Tier verloren. Der
Virusgehalt des zur Impfung verwendeten Virusmaterials betrug — auf Grund der
vor seiner Inaktivierung durch intrazerebrale Beimpfung von Ma&éusen durchge-
fuhrten Messungen — 104¥ DLS) Seine Infektivitdt war in Gewebekulturen
bis zu einer Verdinnung von 10 ® wahrnehmbar. Das inaktivierte Material
enthielt also ursprunglich 3,3 <1057 S 154. DL60. Demgemass erhielt jedes
Meerschweinchen im Laufe der Immunisierung eine Virusmenge, die etwa
Millionen DLS fur M&use entsprach. Am 21. Tage nach der letzten Impfung
(am 18. X1.) wurde den Tieren mit Hilfe von Herzpunktion Blut eninommen.
Leider gingen als Folge dieses Eingriffes 3 Tiere ein. Der Immunstoffgehalt
des Blutserums samtlicher 27 Tiere wurde in Gewebekulturen, das Serum von
23 Tieren ausserdem auch durch Impfung von Mausen titriert. Als Beispiel
fur die mit Hilfe von M&usen vorgenommene Titrierung diene der Fall des im-
munisierten Meerschweinchenserums Nr. 49, der in Tabelle 11 gezeigt wird.

TABELLE 11

Immunwirkung des Blutserums von immunisierten Meerschweinchen bei Titrierung in Mausen

\erdimungen dss Mins .
01 102 103 104 105 10
Normales Tier (Kontrolle) — — 4/4 4/4 4/4 2/4 10“ 6
Immunisiertes Tier Nr. 49 4/4 3/4 2/4 0/4 - — 10~v?

Der Zahler gibt die Zahl der eingegangenen, der Nenner die Zahl der beimpften Tiere an.

Samtliche 27 Serumproben wurden mit Hilfe von Gewebekulturen gleich-
zeitig titriert, wahrend die Kontrolle an Madusen bei zwei verschiedenen Ge-
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legenheiten erfolgte, wobei die Sera in zwei Gruppen eingeteilt wurden. Die
diesbeziiglichen Ergebnisse sind in Tabella 111 zusammengefasst.
TABELLE IlI
Gehalt des Blutserums von immunisierten Meerschweinchen an virusneutralisierendem Immunstoff

1

g e S e
Meerschweinchens Se'ﬁt";r :(]}b""%o”' bei Normalserum bei Immunserum e
99 103 10* « 10-4.33 46
19 10“ 2 10~6 t0—3.50 316
40 10 2 10 6 o 333 468
43 10¢3 10-6 10-3.31 500
173 10 2 106 10 323 590
179 10° 2 10-8 10 300 1000
147 107 1 10 e 10 300 1000
157 10° 2 10-6 10 300 1000
67 10 2 10”8 10 =00 1000
48 10 2 10-8 0 300 1000
86 10”1 10 « 10 3.00 1000
49 10”1 10“ « 10 217 1700
115 <10“i 10“ 6 10 27 1700
21 <10-1 10* « 10 350 3160
47 10 1 10% « 10 233 4680
187 no“1 10“ « 10 2« 10000
194 <10 2 10“ « 10-1.5 31600
65 10"1 10—e33 1 Q—3,00 2140
152 10-1 10-6,33 10—269 4370
193 no«“i1 10 «s3 10-2.48 6900
39 N 0“ 7 O “ 6.33 10-2.23 12600
29 <10 1 10 633 10 221 12600
98 <10 1 10 633 Jo-1.50 67700
69 10~2 nicht untersucht
159 10 2 nicht untersucht
50 1o 1 nicht untersucht
113 10-1 nicht untersucht

10 1bedeutet, dass Virusmaterial in einer Verdiinnung von 1:10 keine zytopathogene Wirkung
in Gegenwart von Immunserum besass.

Aus dieser Tabelle geht klar hervor, dass im Blute der immunisierten
Tiere eine bedeutende Menge virusneutralisierenden Immunstoffes vorhanden
ist. Zwischen der Neutralisierung der zytopathogenen Wirkung und der méause-
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schutzenden Wirkung der Seren lasst sich eine Parallele feststellen, wobei natir-
lich eine gewisse Versuchsfehlermdéglichkeit zu berlcksichtigen ist. Da die Ver-
suchsfehlergrenze des zytopathogenen Titers nicht grosser als der Exponent eins
ist, pflegt man eine solche Abweichung nicht in Betracht zu ziehen. Ausserdem
ist auch mit dem Fehler der an den M&usen vorgenommenen Titrierung zu
rechnen, der maximal ebenfalls die Grdsse des Exponenten eins erreicht. Trotz
der Mdglichkeit dieses grossen Fehlers l&sst sich indessen eine gute Parallele
zwischen den beiden Wertbestimmungen ziehen.

Als Fortsetzung des Versuches wurden die Tiere am 30. XI. 1953, also
am 12. Tage nach der Blutentnahme bzw. 33 Tage nach der letzten Impfung,
mit je 1 ml inaktiviertem Virusmaterial wiederum beimpft. Am 20. Tage nach
der Blutentnahme erhielten dann die 23 immunisierten Tiere (eines ging aus
interkurrenten Griinden ein) in zwei Gruppen — gleichzeitig mit einer entspre-
chenden Zahl von Kontrollmeerschweinchen — subkutan je 0,5 ml der Ver-
dinnungen des aktiven Virus. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1V angefihrt.

TABELLE IV

Infektion von immunisierten und Kontrollmeerschweinchen mit verschiedenen Virusmengen

) Kontrol ltiere

\'%%ﬁ*ﬁ Inmjnsierts \rtalinis cer Letzrer
05m eug?aergmj rm?m)
101 - 4/4 3,3 44
10 2 o 4/4 4, 4,57
H 3 012 4/4 6, 6, 6 8
10 4 — 214 8 8
10~5 — 0/4 —

Der Zahler gibt die Zahl der eingegangenen, der Nenner die Zahl der geimpften Tiere an.

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass kein einziges der immunisierten Tiere
verloren ging. Dieser Versuch gibt keine genaue Auskunft Uber das Ausmass
der Immunitat, da in der mit einer Verdinnung von 10~2 infizierten Gruppe
kein Verlust eintrat, woraus der Schluss gezogen werden kann, dass die Tiere —
bzw. zumindest ein Teil von ihnen m sogar gegen eine noch grdssere Infektion
als diese resistent gewesen sein durften. Demgemadss erwiesen sie sich also
100 DL& gegenuber als immun, doch ist es wahrscheinlich, dass ihre Immunitat
noch grosser war.

Hier sei noch erwahnt, dass die Tiere nach Ablauf der Beobachtungszeit
aufs neue infiziert wurden und dass durch diese Hyperimmunisierung eine sehr
grosse Immunitét erreicht wurde. Schliesslich trat auch unter den mit konzen-
triertem Virusmaterial (100 000 DLX0) reinfizierten Tieren kein Verlust ein.
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Hyperimmunisisrung mit dem ersten infektiosen Virusmaterial steigerte
in bedeutender Weise die Grundimmunitat, die von dem durch UV-Bestrahlung
inaktivierten Material gewdhrt wurde. Ausser den obenerwdhnten Angaben weist
darauf auch die Erhéhung des Wertes des Neutralisationsindexes hin. In Tabelle
V sind die Neutralisationswerte des Blutserums von vier, zuerst mit inaktiviertem
Virus und dann mit infektionsfahigem Material beimpften Meerschweinchen ange-
geben. Die Wertbestimmung des Immunstoffes erfolgte durch intrazerebrale
Beimpfung von Ma&ausen.

TABELLE Y
Neutralisationsindex des Blutserums von hyperimmunisierten Meerschweinchen
Bmgug Neutralisationsindex
GurdinTaunisienung rech Hyperimmunisierung
19 317 1700
179 1000 10000
48 1000 10000
65 2140 4680

Der Neutralisationsindex wurde durch intrazerebrale Beimpfung von Mausen gemessen.
Die mitinaktiviertem Virusmaterial immunisierten Tiere («Grundimmunitét») erhielten zweimal
innerhalb eines Monats je 0,5 ml aktives Virus in einer Verdinnung von 10~2 subkutan.
Probeblutentnahme nach drei Wochen.

Immunisierung von M&usen. Mit UV-Strahlen inaktiviertes Virusmaterial
wurde einer grosseren Zahl von Mausegruppen wiederholt intraperitoneal verab-
reicht. Die Impfungen erfolgten in Abstdnden von 4—5 Tagen. Zwei bis vier
Wochen nach der letzten Impfung wurden die Tiere in zwei Gruppen geteilt
und die eine Gruppe intrazerebral und die andere subkutan mit verschiedenen
Virusmengen infiziert. Die Ergebnisse dieser mit einer entsprechenden Anzahl
von Kontrollen ergdnzten Versuche sind in Tabelle VI zusammengefasst.

Es ist ersichtlich, dass der in den einzelnen Versuchen verwendeten Virus-
menge entsprechend eine unterschiedlich starke Immunitéat sowohl gegenilber
der subkutanen als auch der intrazerebralen Infektion erzielt wurde. Die dreimal
geimpften Mause waren etwa 10—100 DL% gegentuber immun, wahrend sich
die funfmal geimpften Gruppen selbst gegen 100—10 000 DL30 als resistent
erwiesen, wobei ein Teil der Tiere eine sogar noch grdssere Widerstandsfahigkeit
zeigte (siehe I11. Versuch).

Immunisierung von Kaninchen. Mit diesen Tieren wurden nur orientierende
Untersuchungen durchgefihrt. Wegen der geringen Zahl der zur Verfigung
stehenden Tiere ging hierbei das Bestreben dahin, festzustellen, ob das mit UV-
Strahlen inaktivierte Virusmaterial die Entstehung eines neutralisierenden
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TABELLE VI

Resistenz von intraperitoneal immunisierten Mausen bei vorhergehender Inaktivierung des ver-
abreichten Virusmaterials durch UV-Bestrahlung

r \erabreichte Vinsverdinnung
sus  Inmunisierung Infektion Tiergruppe
Nr. 100 D110 * 103104 10-5 10-¢ IG=
immunisiert 3/4 0/4
subkutan
Kontrolle 4/4 314 — - - — __ .
I. 3x0,2 ml o
intra- immunisiert 34 24 14 — — — - -
zerebral — ontrolle - M4 44 34 — o .
immunisiert 36 16 06 - — — - -
subkutan
Kontrolle 6/6 6/6 6/6 56 26 — - -
n. 5X0,5 ml ) o
intra- immunisiert — 6/6 66 46 16 — - -
zerebral — onirolle _ _ 66 66 6/6 56 - -
immunisiert o8 08 08 08 — — - -
subkutan
. Kontrolle - - 8/8 7/8 2/8 08 - -
ul. 5x0,5 mi ) o
intra- immunisiert - 7/8 7/8 6/8 0/8 08 - -
zerebral ¢ ontrolle _ - g8 88 88 &8 38 0/8

Immunstoffes im Organismus des Kanichens hervorruft. In einem dieser
Versuche wurden zwei Tieren im Laufe von 6 Wochen insgesamt 3,7 ml Impfstoff
in 6 Dosen intravends verabreicht. Am 9. Tage nach der letzten Imjjfung wurde
den Tieren Blut entnommen. Diese Serumproben neutralisierten mehr als eine
Million zytopalhogener Dosen des Virus. Nach Verabreichung von weiteren je
1 ml wurden die dann entnommenen Serumproben auch an Mé&usen titriert.
Der Neutralisationsindex dieser Proben betrug 2000 bzw. 4000. Danach
erhielten die Tiere zwei Monate keinen Impfstoff. Nach diesen zwei Monaten
sanken die vorigen Werts ihrer Sera auf 600 bzw. 900.

In einem anderen Kaninchenversuch wurden vier Tiere immunisiert.
Wahrend der drei Monate dauernden Beobachtungszeit erreichte ihr Immunstoff
einen betrachtlich hohen Titer. Leider konnten diese Versuche nicht abgeschlos-
sen werden, so dass hier von einer Beschreibung der Einzelheiten abgesehen
werden soll.

Lagerungsfahigkeit des inaktivierten Impfstoffes. Es wurde auch der Ver-
such gemacht festzustellen, ob die Antigenwirkung des mit UV bestrahlten
Virusmaterials langere Zeit erhalten bleibt. Ein Teil des zur Beimpfung der
in Tabelle 111 angefihrten Meerschweinchen frisch gebrauchten Virusmaterials
wurde ohne Zugabe irgendeines Konservierungsmittels in gefrorenem Zustande
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3 Monate lang aufbewahrt. Danach wurde es in &hnlicher Weise wie in dem oben
beschriebenen Versuch zur Immunisierung von drei Meerschweinchen benutzt.
Nach drei Impfungen, am 17. Tage, wurde den Tieren Blut entnommen. Der
Neutralisationsindex dieser Sera betrug an Ma&usen 1100, 2500 bzw. 6300,
d. h. ihr Wert lag in derjenigen Grdssenordnung, die im Laufe der Verwendung
von nicht gelagertem Impfgut im Durchschnitt beobachtet werden konnte.

Diskussion

Das aus Gewebekulturen gewonnene virenreiche Material verliert — bei
Beibehaltung seiner Antigenwirkung — nach UV-Bestrahlung mit Sicherheit
seine Infektivitat. Die hier beschriebenen Versuche beweisen in lberzeugender
Weise, dass bei Anwendung eines solchen Virusmaterials Meerschweinchen und
Mé&use ohne Tierverlust immunisiert werden kdnnen. Die mit inaktiviertem
Virusmaterial beimpften Tiere lassen sich durch Impfung mit infektiésem
Virusmaterial dusserst erfolgreich hyperimmunisieren und kénnen so gegen letale
Dosen von mehr als zehntausend und noch mehr resistent gemacht werden.

Die Immunitat der Tiere wird — ausser durch ihre Resistenz — auch
durch den in ihrem Blute in grosser Menge vorhandenen virusneutralisierenden
Immunstoff bezeugt. Bei der Untersuchung dieses Immunstoffes konnte festge-
stellt werden, dass die von uns friher ausgearbeitete, auf der Neutralisation der
zytopathogenen Wirkung des Virus beruhende, Uberaus einfache und billige
Methode gut Ubereinstimmende Ergebnisse mit den Neutralisationsindexen
liefert, die bei Impfung von empfénglichen Tieren mit dem ublichen Serum-
Virus-Gemisch ermittelt werden kdnnen.

Es soll hier nicht die Frage der veterindrmedizinischen Bedeutung der
Aujeszkyschen Krankheit und im Zusammenhang damit die etwaige Notwen-
digkeit einer Schutzimpfung gegen diese Krankheit aufgeworfen werden. Falls
eine solche Schutzimpfung notwendig ist, so durften die hier geschilderten
Beobachtungen als Grundlage fur die Ausarbeitung einer praktischen Impfme-
thode dienen kénnen. Damit wirde nattrlich die Klarung von zahlreichen weite-
ren Fragen notwendig werden, wie z. B. die Technik der grossbetrieblichen
Herstellung des Impfstoffes, seine Lagerung, Konservierung usw. Wahrscheinlich
durften aber unsere Forschungsergebnisse bereits die Grundbedingungen fir
die Klérung dieser Fragen erflllen, einerseits durch die billige und einfache
Herstellung des Virusmaterials und andererseits durch die einfache und billige
Titrationsmethode des Virus bzw. des Immunstoffes.

ZUSAMMENFASSUNG

In Gewebesuspensionen aus zerstiickelten, gemischten Huhnerembryonen wurde ein
stark infektioses, verhaltnismassig reines Virus der Aujeszkyschen Krankheit gezlichtet. Dieses
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Virusmaterial verliert — bei Beibehaltung seiner Antigeneigenschaften — nach Bestrahlung
mit ultraviolettem Licht seine Infektivitat. Mit solchem Virusmaterial kénnen Meerschweinchen
und Mause sehr gut, ohne jede Impfgefahr immunisiert werden. Die Ausbildung der Immunitat
geht Hand in Hand mit dem Erscheinen eines virusneutralisierenden Immunstoffes.
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MMMYHU3ALUNA JTABOPATOPHbLIX J>XWMBOTHbLIX BWPYCOM AYECCKOIO,
MHAKTUBNPOBAHHbBIM YJIbTPA®UVNOJIETOBbIMN NYUYAMA

. Benagn v . VBaHoBMY

Pesome

ABTOpPbI, C MOMOLLBIO paHee pa3paGoTaHHOro MMM MeToAa, ANSi MOSyYeHUs BUPYCHOTO
maTtepuana nosb30Ba/MCb TKAHEBbIMM Ky/NbTypaMu U3 pasmesbYeHHbIX CMeLUaHHbIX TKaHel
KYPUHbIX 3apofblllieil. IKCTPaKTbl BMPYCOCOAEPXKALLMX TKaHEBbIX Ky/bTyp CPaBHUTENbHO
6efHbIX CYLLMM BelllecTBaMK 1 061aalollMX BbICOKO NaTOreHHOCTbIO, NMoj AeicTBMEM YbTpa-
(hMONETOBbLIX Nydei TePsIOT MATOreHHOCTb, HO B TO K& BPEMS COXPAHSIIOT aHTWUreHHble CBO-
CTBa. VIHAaKTVMBMPOBaHHbIe YNbTPAMUONETOBLIMUA flydaMu BUPYCbl B 3aMOPOXXEHHOM BUAe CO-
XPaHSIIOT aHTUTEHHOCTb B TeUeHMe A0roro BpeMeHW. TakuM BUPYCHbIM MaTeprasiom 6e3onacHo
VIMMYHUW3POBaIM MOPCKMX CBUHOK W Mbilleil. B KPOBM MOABEPTHYTbIX HECKONbKMM MpUBKB-
Kam MOPCKUX CBUHOK 6bl 06HApYXeH BbICOKWIA TUTP BUPYCHEATPaNuU3YOLWMUX aHTUTeN, U
KVBOTHbIE CTa/M PE3NCTEHTHLIMU K BMPYCY AyecCKOro. VIMMyHUTET TaKUX XXMUBOTHbIX MOXET
NOBbILIATLCA MyTeM fafbHEelLWNX NPUBUBOK aKTUBHbLIM BMPYCHLIM MaTepuaioM. Y MNpUBUTLIX
VHAKTMBUPOBaHHbLIM BMPYCOM MblLLIE/ BbIPAGOTANCSA BbICOKUIA UMMYHUTET KakK K MOAKOXHOMY,
TaK M K BHYTPUMO3rOBOMY 3apakeHuio.
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It has been reported [1] that in the summer of 1952 a pathogenic agent
with properties peculiar to Coxsackie virus could he isolated from a child with
a clinical diagnosis of abortive poliomyelitis. In further examinations nine
more strains were isolated, mostly from children exhibiting the symptoms of
one or anothsr form of Coxsackie virus infection. On the basis of virus isolation
it could be stated that Coxsackie virus occurs in Hungary, too, and plays in
all likelihood the same role as it plays in other countries of Europe. The various
strains of Coxsackie virus are known to belong to different serological types.
This is significant with respect to epidemiology. Consequently, our primary
aim was to examine the isolated strains of virus for their serological properties.
It was felt that a comparison of our strains with the standard ones would merit
particular attention in view of the fact that in Europe such examinations have
been carried out on a limited scale only.

Methods

Isolation of Virus. This was made from faeces in every case. The samples were kept at
— 20°C until tested, when a 20 per cent suspension in saline was made from the faecal material.
The suspensions were centrifuged at 6000 to 8000 r. p. m. for 30 minutes and to the supernatant
2 mg of penicillin and 2 mg of streptomycin per ml were added. From the material so prepared
0,03 ml doses were injected subcutaneously into 1-or 2-day-old white or brown mice. The strains
isolated were stored in the form of a 20 per cent muscle suspension at — 20°C.

Antigen. The antigen for the complement fixation test was prepared by the following
method. The infected newborn mice were killed without delay on appearance of paralytic symp-
toms (usually 48 to 72 hours following infection). The skin,head and internal organs were remov-
ed and the torsos were homogenized in aWaring-blendor in four volumes of saline. The 20 per cent
suspension so obtained was centrifuged, the supernatant frozen and thawed 4 to 5 times in suc-
cession, and centrifuged for 30 minutes at 10 000 r. p. m. The fluid was then used as antigen.

Immune serum. Immune sera for neutralization and complement fixation tests were prepar-
ed in the following way. At four-day intervals, adult mice were inoculated intraperitoneally
five times with 0,5 ml of the 20 per cent suspension of muscle of infected mice. One week after
the last injection the animals were bled by heart puncture. Sera were inactivated at 56°C for
30 minutes and stored in the frozen state.

Complementfixation. The reactionwas carried out in 10mm by 100 mm test tubes, in a total
volume of 0,5 ml. The antigen, the serum dilution and the two units of complement (0.1 ml of
each) were incubated for 30 minutes in a water bath of 37°C. After adding 0,2 ml of a sensitized
sheep erythrocyte suspension (2 per cent erythrocyte suspension plus 4 units of haemolysin),
another 30-minute period of incubation at 37°C followed. A reaction of + + was taken as posi-
tive. The specificity of the reaction was controlled by using normal serum and normal antigen.

11 Acta Microbiologica 11/1—2.



162 M. PINTER and V. BALAZS

Neutralization tests. These were usually carried out in the following way. To dilutions of
the virus suspension containing 200 LD per 0,03 ml, an equal volume of serum dilution was
added and from this mixture 0,03 ml doses were injected into newborn mice 1 hour later. The
infective dose was determined on the basis of the virus titre, which was computed by the Reed-

Muench formula.
Standard type strains. The standard strains of Coxsackie virus were obtained from the

State Institute for Public Health (Budapest), for which we are indebted to Director A. Havas.
The above institute had received the strains from G. Dalldorf (Albany, N. Y., U. S. A).

Results

The virus isolation experiments were performed during the summer and
autumn of 1952, in Szeged. Sixty seven materials were worked up, yielding 10
strains of Coxsackie virus. Clinical diagnosis was abortive poliomyelitis in 2
cases, herpangina in 1, and summer grippe in 5 cases. Two strains were recovered
from symptom-free individuals. The patients were all children, 1 to 7 years
of age. In the absence of adequate blood samples, part of the patients could only
be subjected to complete serological tests. In two cases, sera taken during the
acute and the convalescent stages of the disease were examined for neutraliza-
tion titres against the isolated virus and in both cases appearance of antibodies
could be observed. In the rest of the cases only convalescent sera could be
examined. All of them displayed high antibody titres against the isolated virus.

The isolated strains produced in mice symptoms and changes peculiar to
Coxsackie virus. From the 2nd to 3rd passages on the incubation period lasted
48 to 72 hours, and the animals died shortly after having developed flaccid paraly-
tic symptoms. The virus titre of muscle suspensions from paralyzed animals
varied between 10~7 and 10—8,s. Under the microscope, the striated muscle
of infected animals showed diffuse degeneration ; the muscle fibres were broken
up, with signs of hyaline degeneration ; there were accumulation of connective
tissue and slight inflammatory changes.

In the first phase of the investigations the strains isolated were compared
to each other, since at that time we did not possess standard type strains. At
first, 7 strains isolated from children living in a nursery and exhibiting the symp-
toms of a mild summer grippe were examined. We prepared immune serum
against one of these strains and tested it for neutralization against the other 6
strains.

As shown in Table I, the immune serum diluted 1 : 10 neutralized doses
of 10.000 LD of six of the strains, while with the seventh strain it was inef-
fective even against a dose of 100 LDS0. In further studies two strains (ZsJ
and BJ) from among the above seven were compared with three strains isolated
elsewhere. Immune sera were prepared against all five strains and were tested,
for complement fixation and neutralization.

Table Il shows the results of complement fixation tests. These tests were
repeated three times, with antigens from different passages. The results were
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TABLE |
Neutralization test with ZsJ mouse-immune serum

LD,
) *F M D) JE KE BJ

100 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/6 5/5
ZsJ serum 1:10
10.000 0/4 0/4 1/5 0/5 0/5 0/6 4/4

100 4/4 5/5 4/4 5/5 5/5 5/5 4/4
Normal mouse serum 1:10
10.000 5/5 4/4 5/5 5/5 5/5 6/6 4/4

Numerator ; number of mice succumbed.
Denominator ; number of mice inoculated.

TABLE 11
Identification of Coxsackie Virus Strains by Complement Fixation Test

Artigen
VE RG BJ Bz A
ME 20 40 80 — —
RG 20 80 80 — —
BJ 40 40 80 — —
Bz — — — 40 —
ZsJ — — — — 80

The numbers indicate the highest serum dilution giving a positive reaction.

quite uniform. Cross-neutralization tests were carried out to establish the eventual
presence of mixed strains among the above ones. The results completely tallied
with the data derived from complement fixation tests. On this basis the five
strains were divided into 3 serological types. As strain ZsJ was representative
of five more strains, the strains of Coxsackie virus isolated in Szeged were group -
ed as Type Szeged-1 (BJ) 3 strains; Type Szeged-2 (BZ) 1 strain; Type
Szeged-3 (ZsJ) 6 strains.

Next, 3 representative strains of the three types isolated in Szeged were
compared by serological methods with the 14 type strains from the Dalldorf
laboratory. Of the 14 strains 10 represented the A-group, 4 the B-group. The

results of the complement fixation tests by different antigens and immune sera
against our own strains is shown in Table Il1I.

The immune sera reacted only with the homologous antigen and with
one of the standard antigens. This thought to be sufficient proof of their serolo-

11*
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TABLE 111
Typing of Coxsackie Virus Strains by Complement Fixation Test

Antigen
Serum

AAkB A A A AMBMARD B S ¥ L
Szeged-I o 80 - — = — — 80 —
Szeged-2 .... — — — — — 20 — - — — — — - 20 —
Szeged-3 .... — — — 80 80
Numbers indicate the highest serum dilutions giving positive reactions.

TABLE IV
Typing of Coxsackie Virus Strains by Neutralization Test
10 LD®) virss
Inmure sum
A A A | /) B

Szeged-l i, 0 1250 0 1250 0 0
Szeged-2 ... 0 0 1250 0 1250 0
Szeged-3 ..o 1250 0 0 0 0 1250

Numbers indicate the highest serum dilutions showing protection.
0 = no neutralization.

gical identity. On this basis, type Szeged-1 is identical with type A5 (Easton-14),
type Szeged-2 with A6 (Israel-7), and type Szeged-3 with A4 (Texas-1).

The types identified by complement fixation were further examined in
neutralization tests. Since dilutions as high as 1 : 1250 of the immune sera pro-
tected against 100 LDX of the corresponding virus, the results of the complement
fixation tests may be considered as valid (Table 1V).

Discussion

The above isolations of Coxsackie virus make it justified to assume an
important role to this pathogenic agent in Hungary. The clinical pictures were
similar to those often described in the literature [2, 3]. Apart from abortive polio -
myelitis, herpangina and summer grippe, some cases of myalgia were also exam:
ined for presence of virus, with no results. We have failed to recover Coxsackie
virus from cases of paralytic poliomyelitis.

It has been found that in Szeged, too, the incidence of Coxsackie virus
infections showed a close parallelism with the number of poliomyelitis cases.
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All our attempts at isolating Coxsackie virus had failed in the years preceding
1952. It is striking that in those years no cases of poliomyelitis hut isolated ones
had been reported in Szeged, while in 1952, the year of Coxsackie virus isolation,
poliomyelitis morbidity was far above the average.

Considering the numerous isolations of Coxsackie virus in recent years,
it was necessary to subject the isolated strains to a careful serological study
and to determine the incidence of individual types. Contreras et al. [4] divided
232 strains isolated in various countries into 16 types and mapped up their
spread. Of the strains examined only 2 originated from Europe (France) and
these were identified with types Ax and A2 Although a large number of strains
have been isolated in West-European countries, typing was infrequently made.
The occurrence of type A2 has been demonstrated by Vivell and Schairer[5],
of types Ax, A2 and A3 by Verlinde and van Tengeren [6], and of IIt by Schaef-
fer [7]. Our studies have revealed that type As, a type hitherto isolated only
in America, further the types A4 and A6, recovered in America and in the
Middle East, occur also in Europe.

Investigations into the occurrence of specific antibodies are in progress to
determine more closely the spread of Coxsackie viruses in Hungary.

SUMMARY

1. In 1952, 10 strains of Coxsackie virus were isolated in Szeged, from children exhibiting
the clinical symptoms of abortive poliomyelitis, or herpangina, or summer grippe.

2. On the basis of complement fixation and neutralization tests, the isolated strains
fallinto 3 serological types. By the above methods, the strains were compared with 14 standard
type strains. Six strains proved to be identical with type A4, 3 strains with type A5 and one
strain with type Ae.

LITERATURE

Ivanovics, G., Pintér, M. : Acta Medica Hung. 4, 157 (1953).

. Curnen, E. C,, Shaw, E. W., Melnick, J. L. : J. A. M. A. 141, 894 (1949).

Huebner, R. J., Cole, R. M., Beeman, E. A., Bell, J. A., Peers, J. H. : J. A. M. A.
145, 628 (1951).

. Contreras, G., Barnett, V. H., Melnick, J. L. : J. Immunol. 69, 395 (1952).

Vivell, O., Schairer, J.: Arch. Yirusforsch. 5, 84 (1953).

Verlinde, J. D., van Tongeren, H. A. E. : Antonie van Leuwenhoek 18, 239 (1952).
Schaeffer, L. F.: Neeld. Tdschr. Geneesk. 95, 2938 (1951).

Noas wne

MN3YYUYEHUWE I/IH¢‘EKLI,I/II7I, BbI3SbIBAEMbIX BUPYCOM COXSACKIE B BEHIPUIN
1 BbigeneHve u upaeHTugpunmkaums wtammoB Bupyca Coxsackie.
Ai. NMuHTep n B. banaxk
Pesome
1 JleToM 1 oceHbto 1952 roga aBTOpbl B 67 cnyyasax Npov3BOAWAN ONbITbl BblAeNeHUNA

Bupyca Coxsackie B r. Ceref; B pesynbTaTe 3TWX OMbITOB YAanoCb 0GHAPYXWTb 10 LITAMMOB,
BbI3bIBAIOLLIX Y HOBOPOX/EHHbIX MbILLIAT XapaKTepHble AN Bupyca Coxsackie CUMMTOMbI U
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n3MeHeHus. [Ba wramMma 6binv U301MpoBaHbl OT AeTeid CO CMMNTOMaMu abopTMBHOIO MOMU-
MU3/INTa, OLMH LUTaMM OT JIEYMMbIX C [MArHo30M repraHruHbl, NATb LWITAMMOB C AMarHo3om
NEeTHero rpunna v fga wraMmma OT 6eCCUMMATOMHbIX AeTei.

2. Ha ocHOoBaHUM peakuun HelTpanuM3aumMm W CBSA3bIBAHUS KOMMIEMEHTa BbliesleHHble
LWTaMMbl 6blIM OTHECEHbI K TPEM CEPOSIOrMYecKUM Tunam.

3. ToxaecTBeHHble 06Hapy>XeHHbIM B I. Ceref TpeM Tunam LWTaMMbl ObLIN CPaBHEHbI
¢ 14 Tunamn wramvoB fanngopcda. B pesynbTate peakuuii HedTpanusaumm v CBSA3bIBaHUA
KOMMJ/IEMEHTA TPWU CerefCcKMX Tuna okasaJncb MAeHTU4YHbIMU Tunam Lanngopda A4, A5 n A6.



STUDIES ON THE ENZYME PENICILLINASE

By
L. VACZI and J. URI

State Institute for Public Health, Budapest and Institute of Pharmacology, University Medica
School, Debrecen

(Received April 12, 1954)

The fact, that the number of penicillin-resistant organisms is steadily rising
throughout the world, has directed attention to studies concerned with the
penicillin-destroying (penicillinase) enzyme produced by microorganisms.

In 1940, Abraham and Chain, E. [1] found that cultures cf E. coli contain
or produce a substance destroying penicillin. The substance proved to be enzymic
in nature and was subsequently termed penicillinase. Further research has con-
firmed that the enzyme, which may be extra- or intracellular, is being produced
also by other microorganisms. Among the bacteria of the subtilis-mesentericus
group are found the most active extracellular enzyme producers, while the most
efficient endo-enzyme producers are certain in vivo highly resistant staphylo-
cocci. Having found that penicillinase played an important role in the resistance
of bacteria against penicillin and as no procedure has been worked out, which
could have been used for inhibiting this enzyme, it seemed worth while to make
experiments with the purpose of inhibiting the enzyme, in order to obtain inform-
ation about its structure from the nature of the effective enzyme inhibitors.
Another aim of the investigations was to evaluate the eventual therapeutic
significance of enzyme inhibitors and, in this way, to find penicillin preparations
which may prove efficient against resistant strains.

In the experiments, isolated exocellular and endocellular enzyme and
strains of Staphylococcus pyogenes producing penicillinase were used.

Methods

a) Preparation of endoferment occurred from a strain of Staphylococcus pyogenes aureus
resistant in vivo against 500 U/ml of penicillin. The strain was grown according to Gilson and
Parker [5] in Kolle flasks, on horse broth agar, for 24 hours at 37°C. After 24 hours the cultures
were washed off the Kolle flasks with physiological saline and the washings were centrifuged.
Ingredients of the medium were removed by washing three timeswith chilled physiological
saline. To the bacterial mass so obtained acetone of —20°C was added at a ratio of 1in 7. The
mixture was kept at —20°C for 2 hours, then centrifuged and the supernatant decanted. This
procedure was repeated 3 times. After that ether cooled to m-20°C was added at a ratio of 1 to 7,
the mixture was maintained at —20°C for 1 hour, when another ether treatment followed, then
another 1 hour period at —20°C. After centrifuging, the extracted bacterial mass was rapidly
dried Under vacuum. A light yellow powder resulted, which was ground in an achate mortar.
This was used as raw enzyme preparation, and was stored in a refrigerator, or at room tempera-
ture.
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The activity of the preparation was 300 penicillinase units per mg dry substance. One
penicillinase unit corresponds to an amount of enzyme which at 37°C breaks down 10 U peni-
cillin to its halfin 30 minutes. The enzyme preparation could be stored for several months without
substantial loss of activity. Staphylococcus penicillinase is firmly bound to the bacterial protein
and on destroying the body protein or the bacterial structure the enzyme also perishes. The
enzyme was thermolabile and lost its -activity in 5 minutes at 100°C. We have found the
enzyme approximately equally active at room temperature and at 37°C.

b) Preparation of exoferment. Exocellular penicillinase was derived from B. subtilis cul-
ture, according to Henry and Housewright [6]. The ingredients of the medium used were as fol-
lows.

casamine (acid-hydrolysed caseine)............. 10 ¢
NAC e . 20 g
glucose .. .. 06 g
K2HPO4 ... .. 05 g
KH®04 ... .. 04 g
CaCIZ2HD ... 0,08 g
FeS047H 0,001 g
MgS047H2 ... ... 0,005¢g
MRNSOMHD e 0,003 g
distilled water, t0 .....ccceveviivivieceeeeeee 1000g

125 ml of medium were measured into a 500 ml flask. To each flask 1 g of CaC03 was
added and the medium was inoculated with 3 ml of a 24-hour horse broth B. substilis culture
suspension. Simultaneously, 200 U/ml of sodium penicillin were added to the culture and
after 24 hours an equal amount of penicillin was added again. After 5 days at 37°C the
mixture was centrifuged and the supernatant was used as a raw enzyme preparation. The pH
of the supernatant was adjusted to 5,4 with glacial acetic acid. This resulted in precipitation
of certain contaminant, non-active proteins. After centrifuging, the clear supernatant was re-
adjusted to pH 6,8 and used as enzyme preparation. The fluid so obtained contained 10,000 U
of penicillinase in each ml. The enzyme was not filterable and lost its activity within 5minutes
at 100°C.

Experimental

In a total volume of 1,2 ml, aliquot amounts of the potassium salt of peni-
cillin G were incubated with enzyme and inhibitory substance at pH 7 for 30,
45, and 60 minutes, and samples were examined by the hole-plate method for
the amount of penicillin contained. The results obtained were used for estimat-
ing the degree of enzyme inhibition.

In group | 44, partly newly synthetized, reducing organic compounds were
examined.* These included phenol derivatives, dyes and other compounds
of basic character. No detailed list of the compounds examined will be given and
in Table I only those exhibiting an enzyme-blocking action are listed.

The above 7 compounds inhibited the endoenzyme in a concentration of
1 :25,000 or 1:50,000. Considering that the compounds were of different chemic-
al structure and the only common property they possessed was their marked
reducing capacity, this reducing action is thought to account for their capa-
bility of reducing the enzyme. Further studies on these substances were,
however, not performed, as they are all cell poisons and as such may not be
used in therapy.

* The authors are indebted to prof. Dr. A. Jeney and Dr. T. Zsolnay by whom the com-
pounds were synthetized in the Institute for Microbiology, University Medical School, Debrecen.
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TABLE |
Effect of various substances on endocellular penicillinase

Qs earined Corperiretion Effect
2-3 dichlor-1-4 naphthochinone ... 1:50,000 +
phenylhydrazine chlorhydrate.........ccccooinniniicnnnn. 1:25,000 +
furan a-carbonic acid hydrazide tartarate ................ 1:25,000 +
4-phenyl-thiosemicarbazide .........cccocoovvvrviinsnine, 1:25,000 +
N-N diphenyl »N« aminoguanidine 1:50,000 +
2-6 dimethyl 1-5 phenanthrolin......... 1:25,000 +
N’ phenyldiguanidino chlorhydrate 1:25,000 +

TABLE 11
The effect of enzyme-poisons, pharmaceutical products and antibiotics on penicillinase

. Hfed n
Narre of sstance Congertgtion
endoerpyre exagyne
a) Potassium cyanide ..........oiiiiinieniinenn, 1:5,000 0 0
Sodium fluoride......ccooooveieecccieceececee 1:2,500 0 0
Sodium azide ..o 1:5,000 0 0
Formaldehyde........cccoovieivreiiiiirere e 1:10,000 0 0
b) Quinine HC ..o 1:1,000 + +
Mapharsen....... 1:10,000 + +
Xylocaine HC .o 1:10—20,000 + +
¢) Threomycin /chloramphenicol/.... 10—20 y/ml
StreptomyCin oo 20—50 y/ml 0
UItraseptyl ..o 1—10 mg/ml 0

Nevertheless, the observations made in connection with the above sub-
stances have confirmed the fact that the enzyme is sensitive to reduction.

In group 2 newly synthetized quaternary ammonium compounds were
examined for their effect on the enzyme. Of the compounds examined, none
proved to possess such an effect. With some quaternary salts the concentration
found effective was due to a general cell-poisoning effect.

Under point a) in Table Il is shown the effect on penicillinase of poisons
active against other enzymes. In accordance with data in the literature, in the
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concentrations given, potassium cyanide, NaF, etc. were all ineffective on
penicillinase.

Under point b) in Table Il is shown the effect on penicillinase of other
substances. These included in the first place pharmaceutical products, morphine
derivatives, coffeine, camphor, as well as quinine salts and arsenic. Of these,
only quinine and arsenic were effective, as it had been pointed out by Issekutz
at al. [7] several years ago. Quinine does, however, not act electively on peni-
cillinase, its action being rather of the general enzyme-blocking type. In Thun-
berg experiments quinine also inhibited the dehydrogenase system of the bacte-
rium at the concentration it blocked penicillinase.

It is well-known that combined antibiotic therapy may often prove effec-
tive against otherwise resistant bacteria. Antibiotics and chemotherapeutics were
therefore examined for their action on the enzyme produced by the resistant
bacterium. It is namely known that a bacterium producing penicillinase will,
on passage in vitro and after developing resistance to another antibiotic (e. g.
aureomycin), lose some of its enzymic activity and will, consequently, become
more susceptible to penicillin [8]. The results of these experiments are shown
under point c) of Table Il. It can be seen that at the concentrations examined
chloramphenicol (threomycin), streptomycin, or ultraseptyl (sulphamethyl-
thiazole), were ineffective. Thus, the favourable effect ofa combined application
is not to be ascribed to penicillinase inhibition but to interference at some other
point of bacterial metabolism by the associate antibiotic or chemotherapeutic
agent.

A condition of the effectiveness of penicillin against a resistant organism
is that the antibiotic should be present in the proximity of the organism at a
sufficiently high concentration for an adequate period of time. It appeared there-
fore reasonable to examine the rate at which different penicillin preparations are
broken down by the enzyme. In the first part of these experiments newly synthe-
tized pantocaine, nupercaine, xylocaine, atebrine and quinine salts of penicillin
were examined and their respective breakdown rates were compared to that
of the sodium salt of penicillin G. Xylocaine-penicillinate was found to be bro-
ken down at the slowest rate.

Next, xylocaine-penicillinate and xylocaine itself were examined for their
action on penicillinase. The effect of xylocaine on staphylococcus penicillinase
is shown in Fig. 1. It can be seen that 60 U/ml (38 micrograms) of penicillin
(mark 1) were completely broken down by the enzyme (mark 2). At the same
time the same amount of enzyme, in the presence of 1 : 20,000 xylocaine, broke
down only a certain proportion of the penicillin present (mark 3). Xylocaine by
itself does not inhibit staphylococcal growth (mark 4). Xylocaine-penicillinate
was broken down at a slower rate than penicillin sodium (mark 5) and this could
be further delayed by the addition of 1 : 20,000 xylocaine hydrochloride (mark 6).
Thus it seems probable that liberation of xylocaine from the molecule accounts
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for the slower breakdown rate of xylocaine-penicillin. The inhibitory effect is
proportional to the concentration of xylocaine.

In further studies attempts were made to obtain information about the
mechanism of inhibition and to conduct studies in vivo on penicillinase produc-

Fig. 1

Mark 1.: 60 U/ml (38 gamma) penicillin sodium

Mark 2. : the same plus 0,1 ml penicillinase

Mark 3.: the same as at mark 2 plus 1:20,000 xylocaine hydrochloride

Mark 4. : 1:20,000 xylocaine hydrochloride

Mark 5. : Xylocaine penicillinate equivalent with 60 U/ml penicillin plus 0,1 ml penicillinase
Mark 6. : the same as at mark 5 plus 1:20,000 xylocaine hydrochloride

Systems 1—6 were incubated in a total volume of 1,2 ml at 37°C for 45 minutes

ing staphylococci instead of the enzyme preparations. The studies in vivo
reflect natural conditions more reliably than the in vitro ones. Several strains
of Staphylococcus aureus with different resistance to penicillin were tested for
rate of growth in media containing sodium penicillinate or xylocaine penicilli-
nate (containing the same amount of penicillin). To the latter medium also xylo-
caine HC1 was added at a ratio of 1 :6,000. The rate of growth was determined
by nephelometry, in % hour intervals. Thus, in the former experiments the
amount of penicillin, and in the latter studies the rate of bacterial growth was
measured.
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The curves in Fig. 2 show the growth of a strain of Staphylococcus aureus
resistant to 200 U/ml penicillin. This bacterium was grown in broth to which
various penicillin salts and /or xylocaine were added. The curve for growth
in penicillin sodium broth is protracted, as compared to the growth curve for
the medium containing xylocaine only. There is a prolonged lag phase in the

Fig. 2. Growth curves for an in vivo resistant strain of Staphylococcus pyogenes (200 U/ml)
in broths containing different penicillin salts and xylocaine

—— : Control
—: Na-Pen. 200 U/ml
--------- : Xyl.-Pen. 200 U/ml
........... : Na-Pen. 200 U/ml. + 1:6.000 Xyl.

growth curve for the medium containing penicillin sodium. Even flatter and
more prolonged is the growth curve for the xylocaine-penicillinate broth (in
which the amount of penicillin per ml was identical with that in former medium)
and the addition of 1:6,000 xylocaine hydrochloride to the medium resulted
in a further prolongation of the lag phase. On the basis of penicillin estimations
it could be established that the delay in multiplication was caused byfree penicillin
present in the medium. The strain began to grow only after penicillin had disap-
peared from the medium, i. e. after it had been broken down completely by the penicil-
linase produced by the bacterium. The lag in growth is thus ascribable to enzyme
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inhibition and, consequently, to a prolonged presence of penicillin in effective
concentration.

In further experiments it was endeavoured to determine the concentration
of xylocaine capable of inhibiting the growth of strains showing different de-
grees of resistance to penicillin, in a penicillin concentration as low as 1 U per ml.
Strains of Staphylococcus pyogenes, whose resistance to penicillin sodium varied
between 500 U/ml and 5 U/ml of sodium penicillin, were examined for growth
in broths containing different amounts of xylocaine penicillinate. To these broths
xylocaine HC1 was added in concentrations increasing from 1 :20,000 to 1 : 1,000
and the concentration of penicillin was simultaneously reduced. The vo-
lume of each broth medium was 5 ml, and the inocula were 0,05 ml in vo-
lume, originating from 24-hour broth cultures. The results are shown in
Table I11.

TABLE 111

Multiplication of strains (-)-) showing different resistance, in the presence of different concentrations
of xylocaine penicillinate and xylocaine HCI

Conposition of medium Penicillin resistance of strain, in penicillinunits per m
Uni i
m“llgmorf] Gl @y w » ©» ® O 5 5 5
per
25 1:1,000 +
1,25 1:1,000 + — — — — — _ _
0,6 1:1,000 + + + + + — J— +
50 — + + + + —_ - +
— 1:1,000 + 4- + + + + + + + -
It may be seen in Table 11l that in the media containing 2,5 U or 1,25

U of penicillin, none of the strains began to grow in the presence of 0,1 per cent
xylocaine, except the strain resistant to 500 U/ml of penicillin. If the xylocaine
concentration was sufficiently high, 1,25 U/ml of penicillin was also capable of
inhibiting the growth of the strain resistant to 100 U/ml of penicillin. Strains
of a lower resistance behaved similarly. As seen in the last line of Table 111,
1 :1,000 xylocaine did not inhibit bacterial growth at all. However, its presence
in the medium inhibited the activity of the introduced enzyme to such an extent
that it was not capable of destroying penicillin present in a concentration as
low as 1,25 U/ml. Thus, penicillin remains in the medium for prolonged periods
of time and inhibits bacterial growth.

In an attempt to explain the effect, the following examinations were made
1. The effect of xylocaine on isolated endocellular and exocellular enzyme
preparations were studied in a phosphate buffer medium, at different pH values
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and 2. the growth of resistant strains was estimated at different concentrations
of xylocaine or of penicillin in a strongly buffered medium, at different pH values.
The results may be summarized in that xylocaine in a phosphate-buffered
medium inhibits the isolated enzyme in a lower degree. The acidity of the me-
dium may thus play some role in the intensity of the effect.

The growth curves indicate that the effect of xylocaine is the strongest
where the medium provides for the most rapid growth of bacteria. In experi-
ments using well-buffered media exhibiting different pH values the most marked

pH 6.2 pH 6.62 pH 7.7

Fig. 3. Shape of growth curves for different pHs

— — : Control
--------- : Na-Pen. 100 U/ml
........... : Na-Pen. 100 U/ml + 1:5,000 Xyl.

xylocaine-inhibitory action was found in the range of from pH 6,82 to pH 7,7.
No xylocaine effect could he demonstrated at pH 6,2 or less. This is understand-
able, as with such a reaction the acidity itself inhibits the activity of peni-
cillinase. At pH 7 the strain resistant to 200 U/ml grew in a medium containing
50 U/m1 of penicilh'n and a 1 :5,000 concentration of xylocaine, at a considerably
delayed rate, as a consequence of a retarded breakdown of penicillin.

The same conditions were maintained in tests with procaine or monocaine.
No inhibitory effect of any kind could be noted, i. e. the growth curves were
not different from the original curve.

Examination of the role played by the amount of the inoculum has reveal-
ed that at the same xylocaine and penicillin concentrations the effect of xylo-
caine depended on the amount of enzyme introduced (i. e. on the number of
living bacteria). If the inoculum is small, the growth curve becomes flat. On
increasing the amount of the inoculum, the effect diminishes gradually and when
a large quantity is inoculated, xylocaine fails to inhibit. It is obviotis that in such
a case the amount of enzyme introduced is so high as to make xylocaine in the
concentration present incapable of blocking it.
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TABLE IV

Different, on penicillinase ineffective substituted N-diethylglycil-anilide-hydrochlorides
Position and quality of substituents on the benzol ring in compounds No. 1 to No. 21.

1 — 11. 2,4-dichlor

2. 2-methyl 12. 2,5-dichlor

3. 2-ethyl 13. 2,6-dichlor

4. 3-chlor 14. 3,5-dichlor

5. 4-methyl 15. 2,6-dibrom

6. 4-chlor 16. 2-methyl-4,6-dichlor
7. 4-bromine 17. 2,6-dibrom-4-methyl
8. 2-bromine-4-methyl 18. 2-methyl-4,6-dibrom
9. 2-methyl-4-chlor 19. 2,4,6-tribrom

10. 2-methyl-4-bromine 20. 2-nitro-4,6-dichlor

21. 2,6-dichlor-4-amino

In Table IV are shown the effects of different substituted N-diethylglycil-
anilide-hydrochlorides on penicillinase.* None of the compounds examined

CH2

Fig. 4. Xylocaine penicillinate

was effective in such a high concentration as 1:2,000. This seems to indicate
that if the methyl group of the benzol nucleus is substituted by other groups, the effect
ceases, and that it is the dimethyl group in the benzolring of the xylocaine mole-
cule which must be held responsible for the effect. Another evidence supporting
this view is the ineffectiveness of procaine and of monocaine. On the basis of
this assumption it seems probable that the underlying principle of the mecha-

* The compounds were received through the courtesy of Dr. D. Beke of the Institute of
Organic Chemistry, University of Technical Sciences, Budapest, for which we express our thanks.
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nism is in some way correlated with a part-identity of the xylocaine and peni-
cillin molecules.

A supposed similarity in the position occupied in the space by the dime-
thyl group of penicillin and by that in xylocaine (although the latter is linked to
the aromatic ring in another form), and also the marked similarity between cer-
tain parts of the xylocaine and penicillin molecules, may explain for their com-
petitive antagonistic behaviour against the enzyme. It may be that penicil-
linase is bound to the penicillin molecule through the methyl group, and xylo-
caine, by means of its methyl groups may also bind some of the enzyme. In this
way xylocaine may, temporarily at least, protect part of the penicillin against
enzymatic breakdown.

In connection with the experiments reported another question may emerge.
Are the penicillinases produced by different bacteria identical? or is there a dif-
ference between endocellular and exocellular penicillinases? The experiments
have shown that the inhibitory substances blocked both types of enzymes in
an equal measure. It seems therefore likely that they do not differ substantially
in their active groups. The difference might very well lie in their transporting
proteins, but even this is of no particular importance, since it has been reported
[9] that an anti-penicillinase inhibiting one kind of penicillinase produced by a
particular bacterium species may also block the penicillinase produced by an-
other bacterium.

SUMMARY

1. Different exocellular penicillinases, as well as the enzymic systems of in vivo resistant
Staphylococcus aureus strains were examined for inhibition by a variety of substances. The
enzyme was found to be sensitive to reducing agents.

2. The common enzyme-blocking agents were found ineffective against penicillinase.

3. At concentrations effective against other enzymes, arsenic and quinine compounds
were found to be effective against penicillinase.

4. Antibiotics and chemotherapeutics were found ineffective against the enzyme. Their
favourable effect in combined application is thus attributed to some other mechanism.

5. The different salts of penicillin differ in the velocity of their enzymatic breakdown,
that of xylocaine-penicillinate being the slowest.

6. In a concentration of 1:20,000, xylocaine blocks the enzyme, prolongs the resting
phase of resistant bacteria and at a concentration of 0,1 per cent it inhibits bacterial growth,
even in the presence of 1 U/ml of penicillin.

7. The effect is proportional to the amount of enzyme introduced, and for the effect
the dimethyl group in the benzol ring of the xylocaine molecule is held responsible.

8. Xylocaine analogons, in which the dimethyl groups have been substituted with other
groups, are ineffective against the enzyme.

9. It maybe assumed that, due to a certain partidentity existing between xylocaine and
penicillin, these two agents are in a competitive antagonism against penicillinase.
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©o~No O

MNCCNEOOBAHVE MEHWUWMNNANHASIDI
N. Baun 1 H. Ypu
Pesome

1 ABTOpbl NPOBOAUAM 3KCMEPUMEHTbI MO TOPMOXEHUIO Pa3/IMYHbIMU  BELLECTBaMM
(PyHKUMI pasMyHbIX BHE- W BHYTPUK/ETOYHbIX MEHULWM/IMHA3 W 3H3MMOB PE3UCTEHTHbIX
in vivo wrammos Staphylococcus aureus. YCTaHOBWUAMW, YTO 3H3MM YYBCTBUTESIEH K peayLmpyto-
LM BeLLieCTBaM.

2. O6blyHble yrHeTaTeIN 3H3UMOB He 3((EKTVBHbI MO OTHOLLEHWIO K MEHWUUWINNHA3e.

3. CoefMHEHNA XMHMHA W MbllbsSKa YrHETAOT MNEHUUUNNNHA3Y B KOHUEHTpaumsax
3PPEKTUBHBIX MO OTHOLLEHWIO K MPOYUM 3H3MMaM.

4. 3H3MM He noajaeTcs AeliCTBMIO aHTUOMOTUKOB U XMMWOTepaneBTUYECKUX BeELLECTB,
CnegoBatenibHO, UX 6/1aronpuATHOe AelicTBME, BbISIBASIOLLEECHS B KOMOGUHWPOBAHHOW aHTU6MO-
TUYECKO Tepanuw, CO3LaeTcs LPYTMM  MeXaHW3MOM.

5. BH3MMaTU4eCKOe pacluensieHue pasHbIX COMeil NMeHULUNNINHA ABASETCA Pas/fMUHbIM.
Haunbonee wmeffeHHO pacliennseTca KCUIOKauH MeHULMIIMHaTa.

6. KcmnokavH yrHeTaeT 3H3MM B KOHUeHTpauuu 1:20.000, yBenuumBaeT MPOAOSIKU-
TeNbHOCTb NAr-gasbl PasMHOXEHUSA PE3NCTEHTHbIX 6akTepuid, B KOHUeHTpauun 100 TopmosuT
pasMHOXeHMe bakTepuidi Aaxke MpU KOHUeHTpaumu neHuumnnvHa 1 E/tnl.

7. [OeicTBue NpoOMoOpLMOHANbHO KOMMYeCTBY BBEAEHHOr0 3H3MMa 3aBUCUT U OT AuMe-
TWNOBOIM TPYNMbl, HaxoAsLlencs B 6eH30/IbHOM KO/bLe MOMeKy/bl KCuioKavHa.

8. AHasiorm KcuokaviHa, B KOTOPbIX AMMETWIOBbIE FPYMNMbl 3aMeLleHbl ApYrumMn rpyn-
namu, He 3MEKTMBHbI MO OTHOLLUEHWIO K 3H3UMY.

9. BO3MOXHO npegnonaraTb, YTO MeXAy MOMeKynamy KCUIoKavHa U NeHUuUNIMHa
—EBC/IeiICTBME TOXAECTBEHHOCTMN HEKOTOPbIX YacTUL, MONEKYN — CYLLLECTBYET KOMMETETUBHbIN
aHTaroHM3M MO0 OTHOLUEHWIO K MeHUUUANNHa3e.

12 Acta Microbiolcgica 11/1—2.
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Introduction

During recent years an increasing number of papers have been publis-
hed on interstitial plasmocytic pneumonia of the premature infant. Especially
in Central Europe are there many authors concerned with the problem,
owing to the singularly high incidence of the disease in that area. In his
review on infantile pneumonia, Suranyi[l] emphasized the growing im-
portance of the problem in Hungary. Since 1952, also Hungarian periodicals
contain numerous studies on infantile interstitial pneumonia (2—17) and
the scope of research has been widely extended, particularly in the field
of therapy.

Of the numerous theories on the aetiological agent involved, the protozoal
theory has gained the most general acceptance. Jirovec et al. [18] are credited
with the significant discovery that in the lung of premature infants dying with
interstitial pneumonia a round, octonuclear, less frequently quadrinuclear, bi-
or mononuclear »characteristic structure« can be detected, which they thought
to be the causative agent and identical with the sporogonium of the protozoon
Pneumocystis carinii [19].

Opposing the view of Jirovec are Biischner et al. [20], as well as Giese [21].
Giese is of the opinion that the »characteristic structure« is not the sporogonium
of a protozoon, but the ascus of a fungus. He succeeded on several occasions
in recovering a blastomyces from necropsy material, but he has not described
the morphological or biochemical properties of that fungus, nor did he substan-
tiate his view by experimental evidence : he has produced no »characteristic
structure« in vitro, and he did not induce the disease in experimental animals.
This, obviously, is the explanation for the lack of interest detectable in the lite-
rature in relation of his observation.

In August, 1953 we began experiments aimed at elucidating the potential
role ofafungus in the aetiology of the disease under discussion. In two lectures
and in two preliminary reports [11, 13, 14, 16] we have given brief accounts of
the actual state of our work, reporting that we could recover from the lungs of

12*
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premature infants dead of interstitial pneumonia the same species of blastomy-
ces on several occasions ; we have approximately identified the fungus ; we
have produced the »characteristic structure« described by Jirovec and could
identify it as being the ascus of the fungus ; by means of making experimental
animals aspirate a suspension of the fungus we have successfully induced in
these animals a pathological condition closely resembling human interstitia
pneumonia. Microphotographie evidence has been presented of the asci of the
fungus and of the histological appearance of the lungs of experimental animals
in which the disease had been induced.

One month after we had published our report[11] Simon [22] reported
on essentially similar findings seemingly confirming most of our earlier experi-
mental results.

Material and Methods

Culture media. An elective fungus medium [23] was inoculated with material from the
lungs of dead premature infants. For further cultivation, Sabouraud's agar [24] and malt agar [25]
were employed. For identification purposes the following media were used : liquid malt ex-
tract [25], corn-meal agar [24], gelatine medium [26], a solid medium for studying esterification
and formation of starch-like groups [25], a solid medium for auxanographic examination of N
consumption and a liquid medium for the same purpose [25], Gorodkova's agar [27], an alcoholic
nutrient solution [25], a solid medium for auxanographic examination of sugar assimilation and
a liquid medium suitable for the same purpose [25].

Experimental animals. Light brown mice from the stock of the State Institute for Public
Health and adult grey rabbits were used.

Strains of fungus used in control experiments were Saccharomyces cerevisiae, OMIKI
strain and Candida albicans, OKI strain.

Identification offungus occurred by the method of Lodder and Kreger Van Rij [25], except
for the determination of fermentative action, which was performed by the method of Fas [28],
and micro-cultivation of fungus, which was made by a modified version of Henridks method [29].

Staining. The fungus was stained in vivo with a 1 per cent solution of neutral red. Asci
were stained according to Giemsa, contrast staining of asci was made by ManevaVs method [30].

Isolation offungus from lung material. Necropsy material was finely ground and samples
were taken from various areas for inoculation into 15 to 20 test tubes containing the elective
fungus medium. The samples were inoculated by means of a loop. Incubation occurred at 26°C
for periods of 4 to 8 days.

The fungus was then passaged on malt agar slopes and Sabouraud's agar, at 26°C, incuba-
ting for 48 hours.

Infection of mice. The fungus was grown for 72 hours on malt agar, then washed off with
physiologic saline. The dense suspension so obtained was used as inoculum. One or two drops
of the suspension were placed on the nostrils of the mouse and kept there until the animal aspi-
rated them. The first inoculation was made when the mice were less than 24 hours old, with
subsequent inoculations following every day until the animals succumbed or were killed. The
animals were kept together with their mothers at room temperature. They were weaned on the
14th day.

Infection of rabbits. Rabbits were given 0,5 ml of the above described fungus suspension
through a tracheotomy canulla on each day for 3 days.

Isolation of fungus

Attempts at isolating the fungus were made from the lungs of five prema-
ture infants dead with interstitial pneumonia. The diagnosis was based on clinical
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symptoms and X-ray evidence. In smears prepared from abraded lung material
taken at autopsy, the structures described by Jirovec, as well as forms resembling
blastomyces were visible. In 4 out of the total of 5 cases we were successful in
isolating the fungus.

In addition to the fungus under discussion, also Candida albicans
(thrush) was recovered. This species is commoidy encountered in cultures
made of lung tissue from subjects who died with any kind of pulmonary
disease.

The fungus in question could be isolated in three cases from the sputum
of premature infants diagnosed to he suffering from interstitial pneumonia on
the basis of clinical symptoms.

In premature wards media were exposed in Petri dishes. The fungus could
be recovered in this way, too, indicating that in the warm, humid air of the
wards it is present in large quantities.

In the above cases the fungus was grown on an elective fungus
medium, in which saprophyte bacterial contaminants mostly do not grow.
In this way pure cultures of the fungus were obtained in almost every
case.

By repeated purification and spreading, single cell cultures could be pre-
pared from the fungus colonies and it was established that all cultures displayed
identical morphological and biochemical properties.

By the same method the lungs of 30 premature infants dead of other dis-
eases were examined for presence of the fungus, without any success.

Attempts at isolating the fungus from the vaginal discharge of 15 pregnant
and 15 non-pregnant women, were also negative. In these cases either Candida
albicans, or no fungus at all could be recovered.

The fungus in question could not be isolated from pharyngeal swabs taken
from premature infants suffering from diseases other than interstitial pneu-
monia.

Morphological and biochemical properties of the fungus

1. The microscopic appearance of a culture of fungus grown in liquid malt
extract for 48 hours at 26°C is as follows. Spherical, multipolarly budding
blastospores, 3,5 to 5 microns in size are seen, but neither hyphae, nor pseudomy-
celia are visible. Characteristic is the packed distribution of fungi. In the first
few subcultures the cells varied between 5 and 6 microns in size, i. e. during growth
a marked degeneration takes place. The fungus does not form either a ring, or
a membrane on the surface of the culture in 30 days. The shape and
size of blastospores are similar to these of the blastospores occurring to-



182 A. CSILLAG and L. BBANDSTEIN

gether with asci in the lungs of premature infants dead of interstitial
pneumonia.

2. In corn meal agar, under semi-anaerobic conditions at room tempera-
ture, only spherical groups of cells were formed during the 10 days of observa-
tion ; hyphae or chlamidospores were absent.

3. In micro-cultures in malt-agar the picture was the same.

4. The same is valid for micro-cultures on corn meal agar incubated at
26°C for 30 days.

5. In seeded gelatine no mycelium-formation occurred during the 10 days
of incubation at room temperature.

6. The fungus does not form either esters or starch-like groups.

7. Auxanographv as well as testing in liquid medium revealed that the
fungus assimilated (NH4)2S04, but not KNO03.

8. The following sugars were assimilated: dextrose, galactose, saccharose,
maltose, raffinose. Lactose assimilation could not be observed.

9. On Adams” medium, as well as on Gorodkova’s agar some of the cells
form asci containing a single ascospore. In one case we succeeded in isolating
from a fresh culture made directly from lung tissue, also in vitro, an ascus
containing 8 ascospores. Octospore forms are, however, regularly found only in
the lung of the experimental animal. For the formation of asci containing 8
ascospores conditions prevailing in the living organism are required. Asci formed
in the lung of the experimental animal are smaller than those detectable in
infant’s lung. This may be in part due to degeneration ascribable to saprophyte
conditions, and in part to the shorter life span of the experimental animal as
compared to that of man.

10. The fungus does not utilise alcohol, as sole source of carbon.

11. Some difference in fermentative action may be detected between the
single strains of the fungus. Each one of the fermented dextrose, saccharose and
maltose with alcohol and gas formation ; two strains were found to ferment
galactose and raffinose, too. None of our strains fermented lactose. The
fermentative capacity of the subcultures decreases during cultivation.

12. Appearance of a 25-day giant culture on malt agar, or Sabouraud’ agar,
with incubation at room temperature was as follows. The diameter of the colony
amounts to 13 mm, it is white, somewhat convex and concentrical rings are
visible on it. Its consistency is smearable, it has a greasy appearance and a smell
strongly reminiscent of that of yeast. Under the microscope multipolarly
budding spherical cells, but no hyphae are seen.

On the basis of the Lodder and Kreger van Rij identification key the
fungus may be best listed into the group of Endomycetales. According to
the above described properties, it belongs to Saccharomyces, but a reliable
and accurate classification will be possible only on the basis of careful gene-
tical studies.
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Animal experiments

Attempts were made with the fungus to infect laboratory animals.

In the first experiments ten adult rabbits were used. Infection was carried
out by the above described method. Of the ten rabbits, five were infected and
five served as controls. The latter were given, by the same method, physiological
saline solution.

The infected animals exhibited the first X-ray shadows on the 6th day.
X-rays were then taken at 4-day intervals and the shadows were found to be
increasing in extent. X-rays taken from the controls were and remained negative.
On the 23id day of the experiment the animals were killed by stunning.

At necropsy extensive focal pneumonia and emphysema were found. In
smears prepared from the lungs a large number of budding forms were found,
but at that time no »characteristic structures« — i. e. asci — were detectable.
As it was found out later the asci become phagocyted during such a long experi-
mental period, and that explains their disappearance. Histological sections
made from areas with pneumonia exhibited a pattern similar to that seen in
infantile interstitial pneumonia : the interstitium was markedly widened and
infiltrated by plasma cells, lymphocytes and giant cells. The »foamy substance«
said to be charact iristic of the histological appearance has, however, not been
found. Except for these differences, the histological pictures were identical.
Pure cultures of the fungus could be recovered from the lungs of infected
rabbits.

The disease in man being characteristic of the premature age, in further
experiments newborn mice were used. These animals were infected as described
above.

Group 1 contained 7 mice. These were made to aspirate only a suspension
of the fungus. They showed retarded growth, with the average weight being
10 g at the age of 3 weeks, as compared to the 13 gofthe controls. Four animals died
within 5 to 28 days. The two survivors were Killed by stunning on the 28th ex-
perimental day. At necropsy pneumonia was found in every case. The histological
pattern closely resembled that seen in infantile insterstitial pneumonia. The
intersiitium was markedly widened, the alveoli were filled with foamy sub-
stance. Material taken from the cut surface of the lung and stained according
to Giemsa revealed vegetative forms of the blastomyces and asci. From some
lungs pure cultures of the fungus could be grown. Animals not dying spontane-
ously exhibited signs indicative of healing. Blastospores and asci were found only
in the phagocyted state (Table I).

The second mouse experiment was performed on 12 animals. These were
induced to aspirate a fungus suspension and, in addition, were given daily 4000
U of penicillin subcutaneously. This was made because, on the one hand, in the
therapy of the human disease penicillin is commonly used, and, on the other
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TABLE 1

Interstitial pneumonia induced by aspiration offungus suspension

8 g Qonth
E Mk of ceeth Qs pefology Hedoy  foMalamEe
ko] E‘S culture
2
I 5 Spontaneous Pulmonary hyperaemia Not examined A few blasto- +
spores
2 11 Spontaneous Pulmonary emphysema, Similartoi.p.* Many blasto- +
foci of pneumonia asci in alveoli  spores
3 16 Spontaneous Emphysema, apical Similar to i. p., Blastospores +
pneumonia asci in alveoli  and asci
4 27 During Emphysema, areas of  Similar to i. p. Blastospores +
treatment pneumonia and asci
5 28 Spontaneous Emphysema, apical Similar to i. p. Blastopores, +
pneumonia many asci
6 28 Stunning Haemorrhagic, emphy-  Widening of Phagocyted
sematous lungs, pneu- interstitium fungi and asci
monia still visible, +
otherwise
healing
7 28 Stunning Haemorrhagic, emphy-  Widening of  Phagocyted
sematous lungs, pneu- interstitium fungi and asci
monia still visible, +
otherwise
healing

* i. p. = interstitial pneumonia

hand, it is awell-known fact that prolonged administration of antibiotics creates
favourable conditions for the development of mycoses by suppressing the anta-
gonistic flora, or, presumably, also by direct stimulation. In this group clinical
symptoms were more grave than in group 1 (Table Il). The mean weight of the
infected animals remained below 8 g at the age of three weeks, as compared to
the 13 g of the controls. Fifty per cent of the animals succumbed, the rest were
killed. Pathological, histological examinations, the appearance of material taken
from the cut surface of the lung and recovery of fungus yielded similar results as
those described for group 1. In addition to vegetative forms, and to asci
containing 8 ascospores, also asci containing 1, 2 or 4 ascospores, as well as such
ascospores as were released from ruptured asci were found. The latter ascospores.
were called »free parasites« by Jirovec. (v. photographs).
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TABLE 11

THE ROLE OF A BLASTOMYCES IN THE AETIOLOGY OF INTERSTITIAL PLASMOCYTIC PNEUMONIA OF THE

Jgbs

Interstitial pneumonia induced experimentally by aspiration of fungus suspension and by daily
4000 U penicillin subcutanceously

No. of animal

N

10

1

12

s %8 T

14

15

15

15

17

17

24

26

28

28

28

Mode of death

Stunning

Spontaneous

Stunning

Spontaneous

During
treatment

Stunning

Stunning

Spontaneous

Spontaneous

Spontaneous

Stunning

Stunning

Gross exami

Negative

Pulmonary
sema, foci
monia

Pulmonary
sema, foci
monia

Pulmonary
sema, foci
monia

Pulmonary
sema, foci
monia

Bilateral

Bilateral

nation

emphy-
of pneu-

emphy-
of pneu-

emphy-
of pneu-

emphy-
of pneu-

pneumonia

pneumonia

Pale red lungs, gray

spots

Emphysema,
monia

Emphysema,
monia

Emphysema,
monia

pneu-

pneu-

pneu-

Bilateral superior lobe

pneumonia

p. = interstitial pneumonia

Histology

Negative

Not examined

Similar to i. p.*
many fungi in
alveoli

Similar to i. p.
many fungi In
alveoli
Similar to i. p.
many fungi In
alveoli

Similar to i. p.

Similar to i. p.

Interstitium mark-
edly infiltrated,
alveoli compres-
sed, in them many
asci

Similar to i. p.

Similar to i. p.

Widening of inter-

stitium still vis-
ible, otherwise
healing

Widening of inter-
stitium still vis-
ible, otherwise
healing

Lung smear
from cut
surface

Fewblastospores

Blastospores,
few asci

Blastospores,
few asci

Blastospores,
few asci

Blastospores,
few asci

Blastospores,
few asci

Blastospores,
asci

Blastospores,
asci

Blastospores,
asci

Blastospores,
asci

Blastospores,
asci

Phagocyted
fungi and asci

Growth
in
culture
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Control animal experiments

Subsequently it seemed of interest to elucidate the following questions.

(1) Does aspiration of killed fungi not cause changes similar to inter-
stitial pneumonia?

(I1) Has penicillin alone (inthe doses given) no harmful effect, particularly
on baby mice?

(I11) Since Simon, in his study cited [22], identified the fungus he had isola-
ted and thought to cause intersititial pneumonia as Candida albicans, the question
was justified whether, symptoms resembling closely those of interstitial pneumo-
nia are not caused also by Candida albicans?

(V) It is known that some mycoses may be caused by different, closely
related fungi. In the light of this evidence it had to be clarified whether some
other fungus or fungi belonging to Saccharomycetales and related to the fungus
we had isolated could not cause a similar pathological condition.

In an effort to answer the above questions, the following experiments
were undertaken.

() Five mice were made — by the above method — to aspirate a fungus
suspension previously exposed to boiling for 30 minutes in an autoclave. The
sterility of the suspension was checked by culturing. During the 28 days of
observation the animals exhibited no signs indicative of pathological changes.
At the end of that period they were killed. No pathological changes, ana-
tomical or histological, coidd be detected. No fungus could be recovered
from the lungs, nor were there blastospores or asci smears made from the lungs.

(I1) Five newborn mice were administered over aperiod of 28 days, penicil-
in subcutaneously, in the dosage described for the mice in group 2. The mice
proved to be negative from every respect.

(1) A well-defined culture of Candida albicans was given to aspirate by
the described method to newborn mice. The culture used was grown in malt
agar at 37°C for 48 hours and contained only blastospores, but no hyphae or
pseudomycelia. All mice developed grave clinical symptoms and succumbed
within 9 days. According to pathological, histological and mycological evidence,
the animals had died of the well-known »Soor-mycosis«. This condition does not
resemble human interstitial pneumonia at all, nor is it similar to the condition
we could induce in our experimental animals. Smears made from material taken
from the cut surface of the lung contained blastospores, hyphae and mycelia,
but no structures similar to asci. The fungus could be recovered from the
lungs in pure culture.

(IV) In another group of 8 mice the animals were made to aspirate a sus-
pension of Saccharomyces cerevisiae, which is closely related to the fungus we
had isolated. None ofthese animals developed clinical symptoms and none suc-
cumbed, although the suspension they were made to aspire was prepared the same



Fig. 1. The photographs show lung smears made from a mouse in which the disease had been induced experimentally-
Original size of asci: 4 to 7 microns.
Development of asci : mono-, bi-, quadri- and octo-spored forms. In the last photograph beside the ascus a mass of asco-
spores from a disrupted ascus is visible : these are termed »free parasites« by Jirovec
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way as the other suspension of the fungus we had isolated, and contained a com-
parable amount of fungi. The animals were killed by stunning 18 to 28 days
following inoculation. Necropsy revealed no gross pathological changes. In
histological sections a few foci of pneumonia could be detected ; these, however,
did not resemble the changes seen in human interstitial pneumonia. In smears
from the lungs a few blastospores, but no asci could be seen.

Discussion

The experiments were aimed at elucidating two problems,

(1) is the »characteristic structure« described by Jirovec the sporogonium
of a protozoon, or is it the ascus of a blastomyces?

() is this microorganism the pathogenic agent, oris it only a concomitant
infection? Is it capable of inducing experimentally or otherwise interstitial pneu-
monia and is in the animals so infected the »characteristic structure« demon-
strable?

The first question, as it has been mentioned in the introduction, has
been put forward by several authors. Some of them, so, for instance Zoltai [31]
in Hungary, refused to accept that the »characteristic structure« is iden-
tical with the sporogonium of a protozoon. Zoltai has pointed out that the
structure did not resemble a protozoon and that the epidemiological features of
the disease are in contradiction with protozoal aetiology.

We have succeeded in experimentally producing in the mouse lung asci
morphologically similar to the »characteristic structure«. Thus, in our opinion,
we have proved that the characteristic structure described by Jirovec is not a
protozoon, but the ascus of the fungus we had isolated.

The second question could not be answered satisfactorily, not even
on the basis of the repeatedly successful isolation of the fungus from the lungs
of premature infants dead of interstitial pneumonia, since it is well known
that from necroscopy material a great variety of fungi may be recovered. It is,
however, thought to be significant that by aspiration of the fungus a pathological
condition closely resembling human interstitial pneumonia could experimentally
be induced in animals and that in the lungs of such animals the »characteristic
structure« was also present. In this way we have confirmed by experimental
methods the ingenious, but experimentally not substantiated, theory of Biisch-
ner et ah, and of Giese.

The pathogenicity of the fungus became somewhat diminished during
growth in culture media.

It has been mentioned that Simon identified the pathogenic fungus as
Candida albicans. It is thought that this identification was erroneous, as we
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established experimentally that Candida albicans caused in newborn mice a
common thrush mycosis, but no interstitial pneumonia.

We believe that we have succeeded in proving that our fungus is capable
of inducing interstitial pneumonia and that it is involved in that disease of the
premature infant. It remains to be determined to what extent the fungus can be
held responsible for the disease and what roles are played by other factors.
We fully agree with, and attribute significance to a statement by Suranyi
[12] that »interstitial pneumonia is a disease peculiar to a certain age ;
therefore in its pathogenesis the actual stage of the young infant should
be given ample consideration«.

SUMMARY

A species of blastomyces was recovered from the lungs of four premature infants dead of
interstitial pneumonia. We have described the morphological and biochemical properties of
that fungus and determined its place in taxonomy. The fungus belongs to the ordo Endomyce-
tales, series Saccharomyceteal. A more accurate classification will be possible only after exten-
sive genetical investigations have been made. Disease was induced experimentally in animals
and thereby we succeeded in producing the asci of the fungus, which were found to be morpho-
logically similar to the structure described by Jirovec as »characteristic« of interstitial pneumonia.

It could be proved by experimental methods that Jirovec’ »characteristic« structure is
not the sporogonium of some protozon, but the ascus of the fungus we had isolated.

Rabbits and mice were made to aspire a suspension of the fungus. These animals developed
subsequently a disease similar to the interstitial pneumonia of premature infants ; the patho-
logical, histological and mycological findings were also comparable to those found in infants.
To our knowledge, this had been the first successful attempt at inducing interstitial pneumonia
experimentally.

Finally, it was established that the experimentally induced pathological condition was
aggravated by penicillin.

LITERATURE

1. Suranyi, Gy.: Gyermekgyogyaszat, 5, 1 (1954).

2. Adler, T., Gergely, E., Kapus, Gy. and Suranyi, Gy. : Gyermekgyo6gyaszat, 3, 321
1952).

3. I(_énér)t, Gy. : Gyermekgyogyaszat, 3, 257 (1952).

4. Suranyi, Gy.: Gyermekgyogyaszat, 3, 148 (1952).

5. Waltner, K., Diosszilagyi, G., Paldy, L., Toérok, J. and Molnar, L. : Orvosi Hetilap
94, 955 (1953).

6. Suranyi, Gy.: Orvosi Hetilap, 94, 953 (1953).

7. Waltner, K., Didsszilagyi, G. and Koltay, M. : Orvosi Hetilap, 94, 962 (1953).

8. Bal6, J. and Schuller, D. : Orvosi Hetilap, 94, 966 (1953).

9. Korpassy, B., Tiboldi, T. and Toérok, J. : Orvosi Hetilap, 94, 970 (1953).

10. Takacs, E. : Orvosi Hetilap, 94, 1300 (1953).

11. Csillag, A., Brandstein, L., Faber, V. and Maczo, J.-né : Orvosi Hetilap, 94, 1303 (1953)

12. Suranyi, Gy.: Orvosi Hetilap, 94, Editorial letter (1953).

13. Brandstein, L., Csillag, A., Faber, V. and Macz6, J.-né : Paediatr. Cong. November,
1953. Budapest.

14. Csillag, A. and Brandstein, L. : Acta Microbiol. Hung. 1 (1954).

15. Sipos, P.: Orvosi Hetilap, 95, 377 (1954).

16. Csillag, A. and Brandstein, L. : Hungarian Microbiol. Ass., March 26, 1954.

17. Székely, K. and Kovér, B.: Gyermekgyogyaszat, 5 122 (1954).

18. Vanek, I. and Jirovec, 0. : Zbl. f. Bakt. 158, 120 (1952).



190 A. CSILLAG and L. BRANDSTEIN

19. Carini and Maciéi : Zbl. f. Bakt. 77, 46 (1916).

20. Buschner, |.m Gleiss, /.. Grin, L. and Lezzelmann, E. : Ztschr. f. Kinderheilk. 73,
217 (1953).

21. Giese, M. : Monatschrift f. Kinderheilk. : 101, 147 (1953).

22. Simon, H. : Die Naturwissenschaften, 40, 625 (1953).

23. Csillag, A. : Bérgyogyaszati és Veneroldgiai Szemle, 25, 203 (1949).

24. Skinner, C. E., Emmons, C. W. and Tsuchiya, H. M. : Henrici’s Molds, Yeasts and
Actinomycétes, New-York, 1948.

25. Lodder, J. and Kreger-VanRii, N. J. W. : The Yeasts, A Taxonomic Study, Amster-
dam, 1952. i

26. Manninger, R. : Allatorvosi Bakteriolégia, Immunitastan és Jarvanytan, 1950.

27. Guilliermond, A. : The Yeasts, New-York, 1920.

28. Vas, K. : Acta Chimica Hung. 1, 207 (1951).

29. Csillag, A. : Borbasia 9, 118 (1949).

30. Tanner, F. W.: The Microbiology of foods. Illinois, 1944.

31. Zoltai, N. : Personal communication.

PO/Ib MOYKYIOWUXCA TPUBKOB B 3TWOMIOMUA TMJIASMOLIMTAPHON
MEXXYTOUHOW MHEBMOHWW MPEXAEBPEMEHHO POXAEHHbIX

A. Yunnar n /1. BpaHawTeliH

Peswome

M3 nerkux 4etbipex MpexaeBpeMeHHO POXAEHHbIX WU YMepLUMX BCMeACTBME MEXYTOu-
HOI nnasmMouuTapHO MHEBMOHMM, aBTOPbl M30/IMPOBA/IM OAVMHAKOBbIE MOYKYHOLIME TPUBKH,
onucany MUx MOp(OIOrnyeckre U GUOXMMUYECKME CBOMCTBA W OMpPeAeuav, UTO YMNOMSIHYTble
rpubkmn oTHocATCA K BuAy Saccharomyces. BnonHe TouHas Knaccudmkaums, ofHako, 6ypeT
BO3MOXXHa TO/IbKO MyTeM 60siee pPaCLUMPEHHbIX FEHETUYECKUX UCC/eJ0BaHUN.

B nerkmx mblweid, NOrméInx BCNeACTBME acnmMpaumn B3BeCU TPUOKOB, Obln 06Hapy-
>KeHbl 8-Mu1 siiepHble 06pa3oBaHus, onvcaHHble VIpOBELLOM U ero COTPYAHMKAaMU Kak CroporoH
npocteliliero. dopmMaumMum 3TW aHaOrM4YHbl 8-MWU  ackKOoCMOpOBbIM ackaM acnupupoBaHHbIX
rpubkoB. Ha cpege, 6naronpuaTcTBYOLLE 06pa3oBaHMI0 CMOP »iN Vitrok, TO/bKO CBEXEBbl-
[eneHHble 13 NIerkKUX rpubky o6pasytoT 8-Mu CMOPOBbIE acky @ Y MOCMeAYHLLUX CYyOKYNbTYp
06pasyloTcsl TONbKO OAHOCMOPOBbIE acku, OAHaKO, B Jlerkux Takke u 150-aa cy6KynbTypa
cHoBa o6pa3syeT 8-mu crnopoBble topmauuu. CnefoBaTenbHO, A1 06pa3oBaHUs 8-MU SiAEPHbIX
thopmaumii Heo6GXOAMMBbI YCNOBUSI XUBOF0 OpraHusma.

BbileynomMsHyTbIMM  OMbITaMU  @aBTOPbI  A0Kas3anu, 4YTO »XapaKTepHol dopmalmen
AABNSIETCA He CMOPOroH MNPOCTENLLero, a ack M30/IMPOBaHHOIO MMM MOYKYHLLErocs rpubka.

MyTem acnvpauuy B3BecM rpubKa Y KPOJIMKOB U HOBOPOXAEHHbLIX MbILLAT, aBToOPbI
BbI3Ba/IN 3a60/1eBaHMe, MOA06HOE MEXYTOUHO/ MHEBMOHUM YefioBeKa. Pe3ynbTaTbl NaTosoru-
YeCKMX, TUCTOMOTMYECKMX U MUKOMOTMYECKMX WCCMEJ0BaHUIA Y XXMBOTHbIX BeCcbMa MOLOGHbI
TaKoBbIM B C/ly4ae MeXYTOYHOW MHEBMOHWUM 4YenoBeka. 1o cBefeHWSM aBTOpPOB, OHW ABMSOTCA
nepBbIMU, KOTOPbIMW YAAN0Cb BOCMPOM3BECTU 3KCMEPUMEHTA/TBHO MEXYTOUYHYH MHEBMOHWIO.

HakoHel, aBTOpbl YCTaHOBU/IM, YTO 3KCMEPUMEHTa/IbHO BOCMPOM3BEAEHHAst KapTuHa
6one3HN yxyalwlaeTcsi Ha [felicTBMe MeHULMMIMHA.



UBER EINEN FALL VON COCCIDIOIDOMYKOSE
BEI EINEM KANINCHEN IN UNGARN

F. KEMENES
Institut fir Seuchenlehre der Veterinarmedizinischen Hochschule, Budapest

(Eingegangen am 12. Juni 1954)

Die Coccidioidomykose ist in verschiedenen Gebieten von Amerika eine
wohlbekannte Krankheit sowohl des Menschen, wie verschiedener Saugetiere.
Im europdischen Schrifttum liegen jedoch — abgesehen von einigen Fallen heim
Menschen, die sich offenbar in Amerika angesteckt hatten «— unseres Wis-
sens nur einige Berichte Uber ihr bodenstandiges Vorkommen in Italien und der
Balkanhalbinsel vor. Es diirfte daher von Interesse sein, den ersten Fall von
Coccidioidomykose in Ungarn kurz zu beschreiben, den wir bei einem Kaninchen
aus der Umgebung von Budapest festzustellen Gelegenheit hatten.

Es handelte sich um einen chronischen Fall, wo sich bei der Zerlegung
eines stark abgemagerten alten Kaninchens in den Lungen, der etwas vergros-
serten Milz und der Leber teils zerstreut, teils dichtgelagert hanfsamen- bis
erbsengrosse, grauweisse, derbe Herde befanden, die jedoch keinerlei Zeichen
einer Verkasung oder Verkalkung aufwiesen. In den Herden Hessen sich in nach
Ziehl-Naelsen gefarbten Ausstrichpréparaten weder Tuberkelbazillen noch an-
dere Bakterien nachweisen, wohl aber an Coccidien erinnernde Gebilde mit
doppelt-konturierter Hulle. Sie hatten einen Durchmesser von 20—60 u, und
in den grésseren Hessen sich in reichlicher Menge Kérnchen (Endosporen) nach-
weisen (Abb. 1.). Es zeigte sich, dass es sich hier um Zysten von Coccidioides
immitis handelte. Auf Agarndahrbdden gingen nédmlich schon 24 Stunden nach
ihrer Beschickung mit Krankheitsmaterial aus Lungen und Milz bei 38° 2—4 mm
grosse, grauweisse, dem N&hrboden fest anhaftende, an Streptomyceskulturen
erinnernde Kolonien auf, die dann auf verschiedene andere flissige und feste
Nahrboéden Ubertragen wurden. Besonders uppige Kulturen erhielten wir auf
Maltose- und Leberbriihagar, wo die Kolonien nach einer Woche einen Durch-
messer von 0,5—1,0 cm erreichten. Dabei verliehen die mittlerweile zu einer
Lange von 2—3 mm heranwachsenden Lufthyphen den Kolonien ein weisses,
wattedhnliches Aussehen. Spater nahmen sowohl die Oberflache der Kolonien
wie der Agar selbst eine sich allméahlich verstdrkende braune Farbe an. Die
Kolonien bestanden aus einem Mycel langer, verzweigter Fdden, Hyphen (Abb.
2.), in denen sich gegen ihr freies Ende zahlreiche, perlschnurartig gelagerte
Chlamvdosporen befanden. In Bouillon wuchs der Keim in Form feiner grau-
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weisser Flockchen, die mit der Zeit sich allméahlich vergrésserten und dabei,
ebenso wie die Bouillon, braun wurden.

Dass es sich in dem beschriebenen Fall tatsachlich um Coccidioides
immitis handelte, geht daraus hervor, dass es uns gelungen ist, das typischste

Abb. 1. Zyste im Ausstrichpraparat aus Lungengewebe (1000 : 1)

Abb. 2. Hyphen aus Kultur auf Maltoseagar (1000 : 1)

Merkmal des Keimes nachzuweisen, ndmlich im kranken Gewebe den parasi-
tierenden Zyklus in Form der Zysten und ausserhalb des tierischen Kaorpers, in
den Kulturen, den vegetativen in Form des Mycels.

Mit Kulturmaterial wurden auch weisse Mause infiziert. Die intravends
geimpften Tiere starben ausnahmslos binnen einigen Tagen, nachdem sich bei
ihnen schwere Atemnot eingestellt hatte. Aus den Lungen konnten in jedem
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Falle der Krankheitserreger reingeziichtet werden, und in den mikroskopischen

Praparaten fanden sich in Gesellschaft von reichlich vielen entzindlichen
Zellelementen, hauptséchlich von neutrophilen Granulozyten, stark gebogene

*

Abb. 3. Hyphen mit Ansatzen zur Zystenbildung aus der Lunge einer Maus (1000 : 1)

Abb. 4. Zyste in Granulationsgewebe ; histologisches Praparat aus der Lunge
des Kaninchens (1000 : 1)

F&den mit Ansatzen zur Zystenbildung (?). Ausgebildete Zysten gelang es uns
jedoch nicht nachzuweisen (Abb. 3.). Yon den intraperitoneal infizierten M&usen
starb rund ein Drittel 3 Wochen nach der Ansteckung. Hier liessen sich im

13 Acta Microbiologies I1/1—2.
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Exsudat der Bauchho6hle, in einem Teile der Falle auch in den Lungen und
der Milz, bereits fertige Zysten nachweisen, anderseits ging aus diesem Material
auch die Kultur in Form mycelhaltiger Kolonien an.

Die Organe des Kaninchens wurden nachtréglich auch histologisch unter-
sucht. Die charakteristischen Zysten wurden auch in den Schnitten inmitten von
Granulationsgewebe angetroffen (Abb. 4.).

Der mitgeteilte Fall beansprucht insofern Beachtung, als er beweist, dass
mit dem Vorkommen der Coccidioidomykose bei der Diagnosestellung auch bei
uns gerechnet werden muss.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird ein Fall von Coccidioidomykose bei einem Kaninchen beschrieben. Es handelt sich
um den ersten Fall dieser Krankheit in Ungarn.
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CNYUAV KOKLUMANONAOMUKO3A KPOMMKOB B BEHIMPUM
@. KemeHell
Pesome
OnucaHne cnyvas Kokumanomgommkosa (coccidioidomykosis) KponMKoB € 03HAKOM-

NleHneM CBOICTB B036yauTens 60ne3HW. ITO ABNSAETCA NepBbIM CydaeM 60M1e3HU, 06HapPYXKEH-
HbiM B BeHrpun.
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Hoyle [1] in 1948, Henle and Henle [2] in 1949 reported that influenza
virus inoculated into embryonated hen eggs loses its haemagglutinating and
infecting capacity during intracellular multiplication. After the new virus gener-
ation had developed, these properties reappear with increased intensity.

At first, this phenomenon was studied only in the chick embryo. Since
the autumn of 1949, we have studied the changes occurring in the infectivity of
a chick embryo adapted line of the influenza virus in the mouse lung. It was
found that, following an initial significant decrease of a few hours’ duration, the
infectivity of the virus rose to several times the initial value [3]. After these
examinations had been completed, similar observations were reported by Daven-
port and Francis [4] for strains of influenza virus adapted to the chick embryo
and inoculated into mouse lung. They, however, failed to demonstrate any
significant reduction in the infectivity of the mouse-adapted virus during the
first few hours following inoculation into the mouse lung. We have then decided
to re-examine the problem of viral multiplication, using this time a strain of
influenza virus adapted to mouse lung.

Material and Methods

Virus. The influenza virus strain used was PR8 of type A, serially passaged in the allan-
toic sac of the chick embryo and simultaneously also in mouse lung. The allantoic sac line
of the virus was capable of infecting 50 per cent of the inoculated chick embryos at a dilution
as high as 10—75 (ID5). The mouse-lung-adapted virus killed 50 per cent of the mice inocula-
ted (LDY) in a dilution of 10—65.

Infection of mice and estimation of the amount of virus in mouse lungs. Mice anaesthetized
with ether were inoculated with accurately measured amounts of virus. In most instances the
method consisted in introducing a 20-gauge needle, with its tip blunted and bent, into one of
the nostrils. In other cases infection was performed by instillation. On a few occasions intrapul-
monary inoculations were made through the right chest wall. Immediately after infection, then in
1 hour intervals, groups of 5 to 8 mice each were killed by bleeding, the lungs were pooled, pre-
cisely weighed, ground and examined forinfectivity by titration in the allantoic sac of the chick em-
bryo orin the mouse lung. Eight to ten embryos or mice were inoculated with each dilution. Under
favourable conditions this may allow for significant evaluation of a twofold difference between
the infective titres of two virus samples. [5] Amounts of virus were expressed in terms of ID50,
or LD, calculated by the method of Reed and Muench [6]. Two methods were used of titrating
virus. 1) In the case of chick-embryo-adapted virus, the weight of the mouse lung was divided

13*
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by 0 or b“%% according to the volume of the infective dose used in the next titration ;
the value of or the whole lung was divided by the result of the former division and the
quotient showed the number of | er Qlor g of lung tissue from the initially inoculated
amount of virus. Titration was carried out in the chick embryo and evaluated on the basis
of the haemagglutinating ability of the single allantoic fluids. The results indicate how much
infective virus can be recovered at different points of time after infection, instead of the amount
of virus inoculated. 2.) In the case of mouse-lung-adapted virus, the LD units of the lungs
from mice killed by bleeding 5 minutes after infection were determined and the amounts of virus
recoverable from the lungs of mice sacrificed at later points of time were compared to
this value. The two methods yielded essentially similar results.

Results

Between September, 1949, and June, 1951, a total of 40 experiments were
made. According to the results, approximately 70 to 99 per cent of the inoculated
virus disappears in the lung tissue within 1 to 2 hours after infection through
the intranasal route (Table I). In this initial stage of viral multiplication no virus
could be demonstrated in the blood, brain, liver and spleen of the infected mice.
Virus introduced directly into the lungs by means of intrapulmonary inoculation
lost its infectivity in a similar way. This fact appears to indicate that the amount
of virus disappearing in the lung following intranasal inoculation did not remain
in the upper respiratory tract, but became non-infective in the pulmonary
tissue proper. This is in accordance with the pathohistological findings reported
in 1938 by Dal\l] that influenza infection of the mouse, in contrast to that
of man, is restricted to the lower respiratory tract (lung tissue).

TABLE |

Infective, chick-embryo-adapted influenza virus in mouse lung, during
the first hours following infection
log ID®units/0,1 g lung tissue
at
0 i 1 I 2 J 412 hours

following infection

Y A -

58 35 — -
5105 — 510 —
56 — 433 -
583 — 414 —
6,n — — 5D~

5Y) 4®

In this experiment the occurrence of the so-called »auto-interference«
has to be taken into consideration.
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TABLE 11
First cycle of growth of chick-smbryo-adapted influenza virus in mouse lung

i-g rDgo/0,05 g lung tissue

Date of at
experiment
P 0 4 1 7 hours

following infection

1
April 14th 1950 3,20 2,30 517
April 24th  « 3,20 2,60 5,00
TABLE 111

First cycle of growth of mouse-lung-adapled influenza virus in mouse lung

log LD units/0,05 g lung tissue
at
0 11/2 3 412 j 7 hours

following infection

3,38 1,40 2,00 3,71 4,87
2,15 <1,00 <1,00 2,00 3,75

In the second series of experiments we examined the virus content of the
infected lungs 4 and 7 hours following intranasal inoculation of influenza virus
(Table I1). The data in Table Il clearly show that 7 hours after intranasal infec-
tion the amount of infective virus in the mouse lung is several times higher than
that introduced by inoculation.

In 1954, two series of experiments were carried out with the purpose to
examine the changes in infectivity of the mouse-lung-adapted influenza virus
following inoculation into mouse lung (Table I11). It follows from the results
that a loss of infectivity occurs during the first, few hours even if mouse-lung-
adapted virus has been used for infecting mice.

Discussion

Experimental evidence has been obtained to show that influenza virus
multiplying in the respiratory epithelium loses its infectivity until the new
generation has come into existence. Virus particles which did not enter sus-
ceptible cells retain their infectivity and may consequently be recovered by
titration from the ground lung tissue. This transient loss of infectivity, in
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contrast with the observations of Davenport and Francis, occurs with chick-
embryo-adapted and mouse-lung-adapted virus strains alike. Davenport and
Francis titrated only immediately after, and then beginning from the 6th hour
after infection. By this method they observed loss of infectivity in case of cbick-
embryo-adapted, but not in case of mouse-lung-adapted virus strains. Our
experiments yielded results indicating that the growth cycle of PR8 virus
adapted to mouse lung is apparently shorter in mouse lung tissue than is that
of the chick-embryo-adapted line. This explains the fact that in the case of
the mouse-lung-adapted line of the influenza virus no more loss of infec-
tivity is observable 4% hours following infection.

The values obtained 7 hours following the infection do not give an
accurate picture of the actual rate of virus multiplication, since by that time
part of the new virus generation had apparently invaded new susceptible cells
and had lost its infectivity.

Theoretically there are two ways for explaining the loss of infectivity
exhibited by the multiplying influenza virus. 1. Viruses that had penetrated
the cells, disintegrate and an auto-reproduction of non-infectious nucleoprotein
components released from them is beginning to take place. [8] 2. The influenza
virus undergoes changes similar to that described for the growth cycle of the so-
called large viruses ; the large viruses increase in size and, by multipolar fission,
fall apart into elementary bodies ; the swollen forms are less infective [9]. Similar
forms of influenza virus have frequently been encountered under the electron-
microscope, as spherical, filamentous or other swollen structures [10,11,12,13].

SUMMARY

Influenza virus multiplying in susceptible cells of the mouse lung undergoes a change
and loses its infectivity. During this time a new virus generation is being formed
in the cells, as suggested by the fact that 7 hours following infection a sudden increase in the
amount of virus is observable. This phenomenon can be demonstrated with both chick-embryo-
adapted and mouse-lung-adapted strains of virus after inoculation into mouse lung.The growth
cycle of the virus adapted to mouse lung is, however, shortened and the natural decrease of
infectivity is observable only for a few hours immediately following infection.
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NCC/NIEQOBAHVE 3APA3SUTEJIbHOCTW PASMHOXAKLWENOCA BWPYCA
FPUMMA B NIETKNX MbILEW

. LUuHkoBMY 1 3. MornbHap

Pestome

BUpyc rpunna, pasMHOXaIOLLMIACS B BOCTIPUUMUMBBIX KNETKaX NErkux MbilLe, HacTOMbKO
M3MEHSIETCA BHYTPU K/ETOK, YTO OH MpW MepeceBe C pacTepToli KMETKOM Ha HOBble BOCMPUUM-
UMBble TKaHW TepsieT CBOK 3apasvTe/lbHOCTb, HO B TO-E BPEMS HAuMHaeTCsl U MPOMCXoauT
06pasoBaHMe HOBOW reHepauuy BUpYca, O YeM CBMWAETENbCTBYET BHe3arHoe MOBbILLEHEe
KO/IMYECTBa BUPY/EHTHbIX BUPYCOB Ha CebMOi uac moc/ne 3apakeHus. FBneHue 3To Habnto-
[aeTca Mpu Ky/bTUBMPOBAHUM B NIETKUX MbILUeli LITAMMOB BUpYca, afanTUpPOBaHHbIX Kak K
KYPUHOMY 3apofbllly, TaK U K IerKuM Mbitleid. OfHaKo, LMK PasMHOXEHUS LUTaMma BUpYyca,
alanTUPOBaHHOTO K NIETKMM MbiLLel, 6ofiee KOPOTOK M eCTECTBEHHOE MOHMKEHME 3apasuTesb-
HOCTW Hab/ofaeTcsl TOMbKO B TeueHWe MepBbIX YacoB MOC/e 3apakeHus.



A kiadéasért felel: az Akadémiai Kiad6 igazgat6ja Miszaki felel6s : Farkas Sandor
Kézirat beérkezett : 1954. IX. 2. — Terjedelem : 17Va (A/5) iv, 62 abra

33443/54 Akadémiai Nyomda, Gerléczy-u. 2. Felel6s vezet§ : ifj. Puskés Ferenc



INDEX

Szab6, |.: Beitrage zur Verbreitung der Tuberkulose des Bovintyps in Ungarn —
- Cabo, WN.: [aHHble 0 pacnpocTpaHeHHOCTU Ty6epKynesa 6blubero Tuna B BeHrpum 3

Szab6, 1. : Neue Gesichtspunkte bei der Isolierung von Antibiotika erzeugenden Boden-
mikroben — Cab6o, W.: HoBble TOYKM 3peHMSI NPU MOUCKAX MOUBEHHbIX MUKPOBOB,
06PA3YIOLLUMX AHTUOUOTUIK M c.eeeevieiieeeriessiesesesiiesasestesesassssssessssssesessssssessssssesessssssessssssssesssnss 9

Horvath, J., Marton, M. und Oroszlan, I. : Vegetative Hybridisationsversuche an Strepto-
myces — XopsaT, A-, MapTom, M. n OpocnaH, W.: BeretaTuBHble rnépuamnsa-
LMOHHbIE 3KCMEPUMEHTbI HA BUAAX STrePtOMYCES....ccvviveiiieiicirieersee s

Kramli, A., Pettk6, E. F. und Kiss, P. : Wirkung von Schwermetallen auf Atmung und

Redoxpotential von Streptomyces Griseus-Kulturen — Kpamnn, A., leTTKo,
3. & .n Kuwu, I, : BAnsaHue TsXXeNbIX METa//I0B Ha [AblXaHWe U OKWUCAUTENbHO-
BOCCTAHOBUTE/IbHBIA  MOTEHUMAN  KYyNbTypStreptomycesgriseus — ..ooccoevveveeivennas 39
Balassa, B. : Transformationsmechanismen der Rhizobien — Banawmxa, P.: MexaHu3m
TPAHCHOPMALNMN PUBOOMYMOB  ...veveeeeerresieereseseesesesessesasessesesessssesessssesesessesessssssesessssesessnsssens 51
Valyi-Nagy, T., Csoban, G. and Zabos, P. : Effect of Penicillin on the Nucleic Acid Meta-
bolism of Staphylococcus aureus — Baim-Hags, T., YobaH, . n 3abow, IM.:
[OelicTBME NEHMUMNNNHA Ha O0O0MeH BeLLECTB HYK/IEMHOBOW KWUCNOTbl KyNbTyp -
StAPNYIOCOCCUS QUIBUS ...vvveeeeiiieieieiesirie et se ettt nr e et sene s 79
Olah, P. : Production of Antitetanus Serum in Cattle — Onax, .: J[aHHble K npo-
W3BOACTBY MNPOTUBOCTONBHSIUHOM ChIBOPOTKM Y POTATOr0 CKOTA ..cvoveveveveveverirererenennas 91

Takatsy, Gy. and F(irész, J. : The Antigenic Structure of Influenza Virus as Studied by
a Simple Immune Serum Absorption Test — Taxaun, Ob. 1 Propec, A » Vccnegosa-
HWe aHTUreHHOW CTPYKTYpbl BMpyca rpunna npocTbiM METOLOM  WCTOLLEHUS
UMMYHHBIX CBIBOPOTOK  ..euiiitiitiitieieestesteeseessessasie e eseesaesbesbeesesseesbesbee e ansesessessnessasseas 105

Ivanovics, G., Horvath, S. and Szollésy, E. : The Influenza Virus Adsorbing Capacity of
the Vascular Endothelium of Various Mammals — WsaHosuy, ., XopsaT, W.
n Cénnéwm, 3.: CnocobHOCTb 3HAOTENNA MIEKOMUTAOLWMX XUBOTHbIX K CBSI3bl-
BAHUMIO BUPYCA TPUIIIIA  oeoviiieeieiieesiesieeteeeesessessssssassessesseeseesbesseeseassessessesssassesssssessesssessensenses 121

Petrilla, A. : Epidemiological Characteristics of the 1953 Influenza Epidemic in Hungary —
MeTpunna, A.: 3nNuaeMnonorvyeckne 0cobeHHOCTM anugemmn rpunna 1953 roga
B BEHIPUI oottt ettt bbb bt eeas 131

Kramli, A., Pulay, G. und Lantos, J. : Eine Methode zur Sammlung von sterinoxydierenden
Mikroorganismen — Kpamnu, A., [lynam, . v JflaHTow, A.: TpocTble MeToabl
CeNneKUMM CTEPUHOKUCINTENBbHBIX MUKPOOPTAHUZMOB ....cocvvevevviirerieeiisiesssensssnessnenas 145

Béladi, 1. und Ivanovics, G.: Immunisierung von Laboratoriumstieren mit dem Virus
der Aujeszkyschen Krankheit nach dessen Inaktivierung mit Ultraviolettstrahlen —
Benagn, W. n MeaHosuy, . : MIMMyHM3aLmMa NabopaToOpHbIX XXUBOTHbLIX BMPYCOM
AYeccKoro, MHaKTUBMPOBAHHbLIM YNbTPAGMNONETOBLIMU JIYHAMM  ..oovreveeeiieieeseeeneens 151



202

Pintér, M. and Balazs, V. : Studies on Coxsackie Virus Infections in Hungary I. Isolation
and ldentification of Coxsackie Virus Strains — TMuHTep, M. n bBanaxk, B.:
M3yueHne MHpeKUNA Bbi3biBaeMbIx BMpYcoMm Coxsackie B BeHrpuu. |.  BblaeneHue
N naeHTUMKaums wrammoB Bupyca Coxsackie

Vaczi, L. and Uri, J. : Studies on the Enzyme Penicillinase — Bauwn, /1. n Ypu, n.:
WccnegoBaHve MeHULUMNIMHASbI

Csillag, A. and Brandstein, L. : The Role of a Blastomyces in the Aetiology of Interstitial
Plasmocytic Pneumonia of the Premature Infant — Ywunnar, A. n BpaHfwTeliH,
Nl.: Ponmb NOYKYHOLINXCA TPUOKOB B 3TUOMOTUM MNAA3MOLUTAPHON MeXYTOUHOM
MHEBMOHUM MPEX/AEBPEMEHHO POXAEHHbIX

Kemenes, F. : Uber einen Fall von Coccidioidomykose bei einem Kaninchen in Ungarn —
KemeHcw, ®.: Cnyuvali KOKLUAMOMAOMUKO3a KPOSMKOB B BeHrpuu

Sinkovics, J. and Molnar, E. : Studies on the Infectivity of Influenza Virus Multiplying
in the Mouse Lung — LUuHkoBny, V. n MonbHap, 3.: WccnegoBaHve 3apasu-
TeNIbHOCTV Pa3MHOXalOLLErocs BMpyca rpunna B IErKUX MblLLER

161

167

179

191



Les Acta Microbiologica paraissent en russe, francais, anglais et allemand et publient
des travaux du domaine de la microbiologie.

Les Acta Microbiologica sont publiés sous forme de fascicules qui seront réunis en
un volume.

On est prié d’envoyer les manuscrits destinés a la rédaction, et écrits a la machine,
a l’adresse suivante :

Acta Microbiologica, Budapest, Keleti Postahivatal, Postafiok 64.

Toute correspondance avec la rédaction doit étre envoyée a cette méme adresse.

Le prix de I’abonnement est de 110 forints par volume.

On peut s’abonner a I’Entreprise pour le Commerce Extérieur de Livres et Journaux
«Kultdra» (Budapest, V1., Sztalin-ut 21. Compte-courant No. 43-790-057-181) ou al’étranger
chez tous les représentants ou dépositaires.

The Acta Microbiologica publish papers on microbiological subjects in Russian,
French, English and German.

The Acta Microbiologica appear in parts of varying size, making up one volume.

Manuscripts should be typed and addressed to

Acta Microbiologica, Budapest, Keleti Postahivatal, Postafiok 64.

Correspondence with the editors should be sent to the same address.

The rate of subscription to the Acta Microbiologica is 110 forints a volume. Orders
may be placed with »Kultdra« Foreign Trade Company for Books and Newspapers Buda-
pest, VI, Sztalin-at 21. Account No. 43-790-057-181) or with representatives abroad.

Die Acta Microbiologica verdffentlichen Abhandlungen aus dem Bereiche der Mikrobiologie
in russischer, franzdsischer, englischer und deutscher Sprache.

Die Acta Microbiologica erscheinen in Heften wechselnden Umfanges. Mehrere Hefte
bilden einen Band.

Die zur Veroffentlichung bestimmten Manuskripte sind, mit Maschine geschrieben
an folgende Adresse zu senden :

Acta Microbiologica, Budapest, Keleti Postahivatal, Postafiok 64.

An die gleiche Anschrift ist auch jede fir die Redaktion bestimmte Korrespondenz zu
richten.

Abonnementspreis pro Band 110 Forint. Bestellbar bei dem Buch- und Zeitungs-
Aussenhandels-Unternehmen »Kultdra« (Budapest, V1., Sztalin-at 21. Bankkonto Nr.
43-790-057-181) oder bei seinen Auslandsvertretungen und Kommissionaren.



50,— Ft




ACTA
MICROBIOLOGICA

ACADEMIAE SCIENTIARUM
HUNGARICAE

ADIUV ANTIBUS

D. FEHERt, J HORVATH, S. KOTLAN, R. MANNINGER,
A. PELC, J. SZIRMAI

REDIGIT

G. IVANOVICS

TOMUS 1l FASCICULUS 3

MAGYAR TUDOMANYOS AKADEMIA
BUDAPEST, 1955

ACTA MICROBIOL. HUNG.



ACTA MICROBIOLOGICA

A MAGYAR TUDOMANYOS AKADEMIA
MIKROBIOLOGIAI KOZLEMENYEI

KIADOHIVATAL: BUDAPEST, V., ALKOTMANY UTCA 21

Az Acta Microbiologica orosz, francia, angol és német nyelven kozdl értekezéseket a
mikrobiolégia targykorébdl.

Az Acta Microbiologica valtozo terjedelm( fiizetekben jelenik meg. Tobb flizet alkot
egy kotetet.

A kozlésre szant kéziratok, géppel irva, a kdvetkez6 cimre kiildenddk :

Acta Microbiologica, Budapest, Keleti Postahivatal, Postafiok 64.

Ugyanerre a cimre kildend6 minden szerkeszt6ségi levelezés.

Az Acta Microbiologica el6fizetési ara kotetenként belfdldre 80, kilféldre 110 Ft. Meg-
rendelhet6 a belfold szamara az Akadémiai Kiadénal (Budapest, V., Alkotmany utca 21.
Bankszamla 04-878-111-46), a kllféld szdmara pedig a »Kultirax Kényv és Hirlap Kilkeres-
kedelmi Vallalatnal (Budapest, V1., Sztlin Gt 21. Bankszamla: 43-790-057-181) vagy kalfoldi
képviseleteinél és bizomanyosainal.

»Acta Microbiologica« ny6nmkyeT TpakTaTbl M3 06/1aCTM MUKPOBUONOrMN Ha PYCCKOM,
(hpaHLYy3CKOM, aHI/IMACKOM M HEMELIKOM S13blKax.

»Acta Microbiologica« BbIXOAUT OTAeNbHBIMW BbIMyCKaMM pasHOro o6beMa. HeckonbKo
BbIMYCKOB COCTaBMSOT OAWH TOM.

MpegHasHaueHHble ANst Ny6AMKaumm pykonucu (B HareyaTaHHOM Ha MallUMHKE BUAE)
cneayeT HanpaensiTb Mo ajpecy :

Acta Microbiologica,
Budapest, Keleti Postahivatal, Postafiok 64.

Mo aTomy e ajpecy HanpaeAATb BCAKYIO KOPPECTMOHAEHUMIO ANA pefaKumm.

MoanucHasa ueHa »Acta Microbiologicax — 110 hopvHTOB 3a TOM. 3akasbl NMPUHUMAET
npeanpuaTMe MO BHeLUHel Toproefie KHUr 1 raset »Kultdra« (Budapest, VI., Sztalin at 21.
Tekywmii cyeT Ne 43-790-057-181), wm ero 3arpaHuyYHble MPeACTaBMTENLCTBA M YMOSHOMO-
YeHHble.



TURBIDIMETRIC MEASUREMENT
OF MICROBIAL DENSITY
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There are numerous methods for estimating the number of cells («cell
count») or volume of cellular substance («microbial density») per unit volume
in cultures of microorganisms. If we are concerned with viable cells only (i. e.
with those capable of multiplication) cultural methods, such as the plate count
or dilution methods, should be employed. If the total number of cells is to be
determined, one or another of the methods, direct or indirect, should be taken
into consideration. So, for instance, counting under the microscope (in the
chamber of a haemocytometer), estimation of solids by filtration or centri-
fugation, determination of the nitrogen content of the cell mass, or estimation
of some metabolite peculiar to the organism in question etc. may be the method
of choice. Recently, preference has been given to methods based upon the
measurement of the cloudiness of microbial suspensions either by means of
turbidimetric procedures, or by nephelometry, the former being based on
measuring the quantity of light absorbed, the latter on determining the quantity
of light scattered, by the suspension. These methods have been evolved in
the period between 1920—30. (In this connection we refer to the papers by
Gartner and Pater [1], and Muntner [5].) Turbidimetry and nephelometry
are the most convenient, most rapid methods in general use to-day which
may efficiently be employed in routine work.

Experience has shown (e. g. Monod [4]) that if the celts in the suspension are similar
in shape, but different in size, the light they will absorb or scatter depends not so much upon
the actual number of organisms per ml, but rather on the amount of cellular substance per unit
volume, i. e. on microbial density. Anyway, if the cells in the suspension belong to the same
order of magnitude, the optical data will permit conclusions to be drawn as to the number of cells.

The methods mentioned are based on the phenomena of light absorption and scattering,
respectively. According to Mestre [3], light falling on a suspension of microbial cells (P0) will
lose a small amount of its quantity before penetrating the suspension proper due to absorption
by, and reflexion from, the glass parts of the apparatus. The remaining light (Pm) is partly
absorbed (Pa), partly reflected by the cells (scattered light = Ps), while another part will pass
through them unaffected. The rest (Pu) continues to travel in the direction of illumination.
Finally, P light will reach the photocell or the measuring device of the apparatus. The optical
density (extinction) of the suspension is defined by the equation

1 Acta Microbiologica I1/3.
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The value of P is composed of Pu and dmPs, the latter being identical with the quantity of
light scattered in the direction of the main beam. In other words

D = log Pm—log (Pu+ dmPs).

In suspensions of higher concentration the value of the factor d is greater, and the value
of extinction will he smaller than what could be expected on the basis of microbial density.
This accounts for the fact that the relationship between cell density and light absorption, or
scattering, is not linear. The optical data for suspensions of known density give a curve, and
not a straight line, in the coordinate system. Therefore, such a calibration curve must be plotted
in every case and cell density may be assessed from the curve by graphical interpolation, making
use of the optical data obtained in the main experiment. Owing to the known difficulties and
the inaccuracy of graphical interpolation it would appear desirable to find means allowing to
assess rrg)ilcrobial density from turbidimetric or nephelometric data with the aid of an equation
or a table.

Mestre [3], Longsviorth [2], and later Toennies and Gallant [6] have made attempts
at achieving this. The two former authors devised a photoelectric colorimeter measuring the
guantity of light absorbed by suspensions in a glass cuvette. They used white light and Mestre
demonstrated that suspensions of Escherichia coli containing approximately 107 to 109 cells
per ml absorbed light linearly with the density in the extinction range 0,007—0,484, while at
higher concentrations the relationship was characterised by a curve. Longsworth went further
and established for this relationship the equation

D=a.C—R2-C\

where D represents extinction, C the microbial density, while a and § are constants. This, obviously
is the equation of a parabola. With L. acidophilus, a = 0,505 and B — 0,0725 ; with S.cerevisiae
Hansen, a = 0,358 and R = 0,0064, if the value of D fell between 0,004 and 0,433. Toennies
and Gallant further developed the above equation and made attempts at straightening the
downward bend of the curve in order to convert the actually measured and corrected (by
reduction of the values for the control solution i. e. suspending fluid) extinction data (NOD = net
optical density = extinction x 1000) into a direct function of microbial density (AOD = absolute
optical density = extinction x 1000). They found that by using the formulae

AOD = 5000 — 100y 2500 — NOD or
AOD = 1800- 100- ¥321,33 — 0,33 NOD

the NOD values in the ranges 0 to 196 and 196 to 1000 resp., could actually be converted into
AOD values directly linear with the relative bacterial concentration, at least in the case of
L. arabinosus 8014, L. brevis 8257, L. casei 7469, L.fermenti 9338, Leuc. mesenteroides P-60, 8042,
Sir.faecalis 9790 and Str.faecalis 8043. For NOD-s somewhat above 1000 another, more compli-
cated formula is required. The above mentioned authors used a Coleman spectrophotometer
and a 675 mfi filter. The suspensions were examined in test tubes and the correlation between
relative microbial density and AOD was found to he satisfactory. They also presented a calib-
ration tgble for directly computing AOD from NOD, as found with the lactic acid bacteria
examined.

Experimental

As regards the technique of measurements, it should be noted that nephelo-
metric measurements are usually made in test tubes, while the turbidimetric
method permits a choice between two possibilities. One of them is the exami-
nation of the thoroughly shaken suspension in a cuvette of known layer thickness,
with parallel glass walls, the other is measurement in the culture test tube
itself. The latter method requires some more recent type of apparatus, such
as, for instance the Lumetron or Coleman apparatus, etc. The earlier types
must he converted to permit the use of test tubes.

Since in our investigations it was imperative that microbial density
be determined in the same low-volume suspension several times within a certain
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period of time, the method requiring cuvettes was not practicable. Nephelo-
metry is highly sensitive and consequently cannot be used for measuring greater
microbial densities. We had to find therefore means to measure light absorption
in test tubes. A suitable test tube adapter was constructed, which could be
used in the Pulfrich Stufenphotometer, too. The test tube, 18 mm in external
diameter, was placed into a 20 mm photometer cuvette filled with water and
it was through this system with plane parallel walls that the light travelled
passing through a suitable diaphragm 8 mm in diameter. (Figs. 1, 2a and 2b.)

Fig. 1. 1 test tube, 2. cuvette filled with water, 3. tube adapter

In this way disturbing reflexions from the cylindrical surface of the «dry»
test tube could completely be eliminated. As a control, a test tube filled with
the liquid medium or with the diluent was placed into another 20 mm cuvette
on the other side of the adapter.

The filter commonly employed was a 665 m[i one (S 66), because the
sterile liqguid media used showed the absorption minimum with such a filter.

The practicability of, and sources of error inherent to the method were
studied with a few yeasts and bacteria.

First of all, it was determined how uniform in diameter the test tubes
in stock were. Forty test tubes measuring 18 by 180 mm, taken at random,
were measured with a slide-gauge for external diameter at 2 cm above the
bottom and the highest values obtained on rotating the tubes along their longi-
tudinal axes were recorded (Table I). As seeD, the slight variations of the dia-
meter do not represent any significant source of error.

Next, the possible error in reading the extinction value was determined.
The extinction of the same yeast suspension ( Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus)
was determined forty times in succession (each measurement is the mean of
3 readings). In order to determine the error of readings for different extinction
ranges, more dilute and more concentrated yeast suspension were also included
in the tests. 3 readings were taken for each of the 40 values. The results are
shown in Table I.

1*



It can be noted that in the extinction range examined the absolute value
of the standard deviation did not vary much ; its relative value was, of course,
the greater the smaller the cell count.

Fig. 2a
Table 1
Coeff. of
Mean gé?/?gt?(;crj] varoieab i I?ty
%
Variability of test tube diameters (40 test tubes) 17,56 mm 0,25 mm 14
Number of
microbes Extinction
per ml
4,30- 106 0,289 0,009 3,2
The same suspension tested in the same test 8,60- 10« 0,554 0,012 2,2
tube 40 times 173- 107 0949 0,009 10
3,45- 107 1,430 0,016 U
The same suspension tested in 40 different test tubes 0,968 0,018 1,9

It was then examined how the different test tubes used influenced absorp-
tion. The same yeast suspension was measured in 40 test tubes (whose diameters
were determined as described above) and measured for extinction. The means
of each 3 readings were recorded. The mean of the data and the standard devia-
tion are shown in Table I.
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It is seen that the errors of the method are not great. The method fulfills
the requirements of biological testing.

The evidence obtained on measuring in the above apparatus different
dilutions of suspensions of yeasts and bacteria [Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus
Tokaj 22 ; Balatonfiuired 2, Torulopsis utilis var. maior (Thaysen & Morris) ;
Corynebact. michinganense ; Bacillus cereus/, as well as re-evaluation of the

Fig. 2b
Tabic 11
s
w )
0,08 0,34
0,12 0,47
0,16 0,58
0,20 0,68
0,24 0,78
0,28 0,86
0,32 0,92
0,35 0,97
0,40 1,05
0,50 1,23
0,60 1,32
0,70 1,42
0,80 1,50
0,90 1,58

1,00 1,65
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data reported by Toennies and Gallant for Sir. faecalis [4] lead us to recognise
that (i) microbial density and light absorption are in linear relation only at
low extinction values and, (ii) the correlation between microbial density and
light absorption yielded by suspensions exhibiting absorption up to the extinction
range of 1,4 to 1,6, gives a curve not parabolic in shape. Just one example
is mentioned here to substantiate this statement.

A suspension of Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus Tokaj 22 was diluted
serially with the nutrient medium consisting of peptone, sucrose, sugar, phos-

phate-citric acid buffer and yeast extract. The results are shown in Table II.
If Longsworth's equation is valid, then, on the grounds of the relationships

(ify is substituted for D and x for C), a straight line should result in case the

value of Y is shown as the function of x. However, as it may be seen in Fig. 3
X

(curve 1) this is not the case.

An analysis by trial and error of these data and the results derived from
other series of measurements shows that the points obtained may be best defined
by a hyperbola of the

= t e.
* 4 ax -f- b yp



TURBIDIMETRIC MEASUREMENT OF MICROBIAL DENSITY 209

If the values of — are plotted as functions of —, a straight line will be obtained,
y *
except for the lowest extinction values which cannot be determined accurately

(curve 2, Fig. 3).
The equation of the hyperbola was computed from the reciprocals of
the experimental data, making use of the principle of least squares. Namely,

if— = Y and
X

Y=a+6X.

On the basis of the principle of least squares, a and 6 can be computed by solving

the equations
N-a+ b~rX — =0

a-£X-i-bEXZ-]1TXY=0
Computed for the above example

15 a+ 56,770 6— 17,966 = 0
56,77 a + 346,692 6 — 96,917 = 0
a = 0.426

6= 0.204

The linearity of the Y — 0,426+0,204 X relationship is indicated by the fact
that the sum of the squares of the deviations of Y-s from their mean is 5,9024,
of which 5,8975 is accounted for by linear regression.

Thus, microbial density (x) and extinction (y) are correlated according
to the equation
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X

Y ~ 0,426-x+ 0,204 '

»

If the values of x are expressed not in terms of relative concentration, but as
number of cells as counted in the haemocytometer chamber (x'), then, x — 1,00
being equal with x' = 4,45.107ml cells,

X'
X~ 4,45.107
and the above forimda is modified as follows (Fig. 4) :
X"

Y~ 0,426-*'+9,08103

Using the above equation for the transformation of light absorption
into microbial density, a comparative analysis of computed and actual values
is shown in Table I11I.

Table 111
Microbial density Extinction
(expressed as cell
count) measured calculated
*) () - 09

3,6- 10® 0,340 0,336
5,3- 10® 0,470 0,470
7,1- 10® 0,580 0,588
8,9- 1® 0,680 0,692
1,07- 107 0,780 0,784
1,25- 107 0,860 0,866
1,42- 107 0,920 0,940
So o 0,970 0,991
1,78- 107 1,050 1,068
2,23- 107 1,230 1,199
2,67- 107 1,320 1,305
3,11- 107 1,420 1,394
3,56- 107 1,500 1,468
4,00 « 107 1,580 1,532
4,45- 107 1,650 1,587

The deviation between computed and actual values averages about
2 per cent fory. The correlation index along the curve is Q= 0,99975.

In Table 1Y are shown the results of calculations by the above method
for a few experiments and for data in the literature.



Present measurements

—

From
the
lite-
rature

Microorganism

medium
peptone-
1. S. cerevisiae var. ellips. yeast ex-
Tokaj 22 tract saccha-
rose,pH 4,9
2. Torulopsis utilis var. B
maior
3. Bacillus cereus vege- «
tative cells pH 7,0
4. Bacillus cereus spores «
5. S. cerevisiae var. ellips.
Balatonfiired 2. «

6. Corynebact. michiga-
nense

7. Sir. faecalis 9790** synthetic

Table IV

Circumstances of the test

diluent container apparatus ':milﬁfr
liquid P;‘Lfgt'gf‘
medium test tube meter 665

« « « «

« « « «
Photoelec-
tric photo-

« « meter (de- 615
vised by
author)*

distilled Pulfrich
water « photo- 726
meter

« « « «
Coleman-11-

liquid spectro-
medium « photo- 675
meter

Microbial
density

W
expressed as

cell count

« «

relative
value

« «

« «

The highest
extinction
value
measured

1,65

1,47

1,28

0,52

0,39

0,75

0,698

* Calculated from transmission (in microlumen) through test tube in cuvette filled with water.

** Toennies and Gallant [6].

Constants of
the equation
of the hyperbola

a

b

0,426 0,908- 107

0,4317

0,204

0,722

0,115

0,3235

0,238

0,7073 107

7,55- 107

7,35- KO7

2,449

1,0419

11,433

Average
Devia-
tion
%

1,0

2,7

2,9

34

12

17

ALISNIA TVIGOYDIN 40 LNIWIHNSVIN D1d1INIdIgdnL
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As it may be noted the hyperbola equation can be applied to a wide
variety of microorganisms, measured in different apparatuses and under
variable conditions.

Provided the cells are of a constant average — standard — size, the extinc-
tion values measured can be converted into microbial density or cell count from
the calibration points without drawing a curve, and graphical interpolation
becomes unnecessary. Conversion is even simpler if microbial density is calcu-
lated in advance by means of the formula,

by
L ooay

for each expectable corrected extinction value and the results are listed in
a table.

Summary

A test tube adapter has been devised for measuring the turbidity of
microbial suspensions in the Pulfrich photometer.

The influence upon the accuracy of measurement of a few factors has
been examined.

It has been found that the relationship between microbial density and
extinction may be best expressed by the equation of a hyperbola. Applying
this equation will make it possible to calculate directly, without graphical
interpolation, from calibration data the microbial density for each of the experi-
mental extinction values, or to tabulate the corresponding data in advance.
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SR WNE

M3MEPEHWE MNOTHOCTWN B3BECWN MWMKPOBHbIX K/AETOK
TYPEUOANMETPUYECKMM METOAOM

K. Baw
Pesome

ABTOp M3yyan MNOMYTHEHME B3BECU MUKPOOHbIX KNETOK B (OYHKLMAX 4uc/ia MUKPO-
60B MMM MMOTHOCTM MUKPOOHBIX KETOK C MOMOLLBH MPOBUPOYHOro ajanTtepa, NPUCnoco6/eH-
Horo K oTomeTpy [lynbhpuxa.

Mognexalyto MccnefoBaHMIO B3BECH B MPobGUPKe C AvameTpoM B 18 MM nomeliann B
KioBeTKy Anametpa 20 MM. C Lenbio M36exkaHWUa MeLLaloLmMX OTPaXKeHW KHOBETKA HarosiHs-
nacb BOAOW M NpUMeHsiack Kpyroo6pasHasi avacgparma AvaMeTpoM B 8 MMm.
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ABTOpP OMPeAennn MOrpelHoCcT  M3MepeHWiA. MorpewHocT, BO3HUKatOLWMe BCef-
CTBMe KonebaHWsl AMameTpPoB Habopa Npo6UMPOK, HEeyBEPEHHOCTW CYUMTbIBAHUA 3KCTUHKLUIA
(MpY pasNMUHbIX MNMOTHOCTSIX KMETOK) U MPUMEHEHMST pasnnyHbIX NPOGMPOK, 0Kasasncb He
0COGEHHO  6O/bLLUNMMU.

ABTOp YCTaHOBW/, YTO B (OYHKUMUW MMIOTHOCTU KNAETOK MOMYTHeHWe fAaeT runep6o-
JINYECKYI0 KOPPenauunio, KoTopas MOXET ObiTb BblpaxKeHa CcrefytoLlein (opmynon :

v ax + 6

rae y osHayaeT MoOMNpaB/ieHHYK 3KCTUHKLUMIO, a X — MIOTHOCTb KIETOK.

Ha 0CHOBaHWM OMbITOB, MPOBEAEHHbIX C HECKONbKUMMK 6GaKTepusMU U ApOXOKaMU, a
TakXe NyTeM MepeoLeHKN OfHMX NNTepaTypHbIX AaHHbIX (Toennies Gallant, 1949), Bbluu-
CMIMB KOHCTaHTbl a u b BbILENPUBEAEHHOIO YpPaBHEHUsl, aBTOpP MPOBEPUST PACXOXAeHUS
MEX[Y BbICUATAHHLIMU U (DAKTUYECKUMU 3HAYEHMSIMW 3KCTUHKUUIA. Koppensiums okasanacb
TECHOW, a CpefiHee PacX0XAeHWe CPaBHUTENbHO MasibIM.

MpuUMeHsA BbllLeyKa3aHHYH KOPPEeNsunio, ¢ NMOMOLLBH Ka/IMGPOBOYHBIX AaHHbLIX MOFyT
6bITb HenocpeAcTBeHHO (6e3 NMOCTPoeHUs1 rpatinKa) BbICUUTaHbI UM — U3 3apaHee U3roTOBJEH-
HOW Tabnmubl — NoAbICKaHbl 3HAYEHUS1 MIOTHOCTU K/IETOK, COOTBETCTBYIOLLME AaHHbLIM 3KCMe-
PUMEHTa/IbHOM  3KCTUHKLMN.
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Microbial life is subject to considerable environmental influence. A wide
variety of procedure has been used for measuring effects inhibiting or stimulating
microbial growth. Most of the earlier methods involved cultivation for a definite
length of time, after which the fact of multiplication, its accelerated or reduced
rate and quantitative relations were assessed by one of the methods used for
determining cell count or microbial density. Recently, these «static» methods
have given way to «kinetic» studies of growth.

The laws governing the kinetics of microbial growth have been fairly
well elucidated (Monod [5]). Particularly detailed informations are available
for bacteria and yeasts. Microbial growth has been shown to consist of a number
of phases (Fig. 1). The lag or induction phase (I) is followed by a period of
increasing growth (I1), after that comes the logarithmic phase (I11) in which
growth is at its maximum and proceeds at an even rate. In the latter phase
growth is exponentially related to time and may be expressed in terms of the
equation for the kinetics of a monomolecular chemical reaction :

n —nOek-t or In— = k't,
n0

where n0 is the initial concentration of viable cells, n is the concentration of
cells at time t, and Kk is the growth rate constant.
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Phase 111 is followed by a period of reduced growth rate (1V), after which
comes the stationary phase (V). It is in this latter phase that the highest cell
count (total growth : G) is reached in the culture. After the lapse of some time
the cells begin to die off (VI) and usually an exponential decrease occurs in
the cell count (VII),

Chemical agents or other inhibitory factors interfere with this sequence
of microbial growth, as manifested with a prolongation of the lag phase (L)
with a reduction of growth rate (i. e. with a decrease in the kK values) and with
a diminution of the maximum population (G) (Hinshelwood [4]). Stimulators
may give rise to opposite effects.

Of the above mentioned phases, the lag and logarithmic phases were
studied in most detail. The value of L is usually derived from the growth curve
by graphical methods.

Changes in the logarithmic rate of growth are also derived from the growth
curve. Recently, attempts have been made to apply this method for estimating
the concentrations of penicillin, streptomycin and other inhibitors (Osgood and
Gamble [7]). It was suggested that the concentration of the antibiotic examined
was (directly) proportional to the tangent of the angle between the straight
sections of the logarithmic growth curves for the test and blank cultures.

Vincent et al. [I, 2, 3, 6] have evaluated the effectivity on moulds and
bacteria of various chemicals, on the basis of their growth rate reducing action.
In studies concerned with the correlation between chemical structure and
fungistatic or bacteriostatic effect they have determined for each of the chemical
agents tested the concentration at which the value of the growth rate constant
was half of that of the control and expressed it in terms of the negative loga-
rithm of the concentration in millimols («log 17»).

Experimental

The experiments had the purpose of obtaining information on the changes brought
about in the different phases of growth by a variety of agents, with special reference to inhibi-
tory effects. Prolongation of the lag phase, the decrease in growth rate and changes in maximum
population have been studied.

Principles of the method

The procedure employed consisted essentially of the following steps. In culture media
of known viable cell count and containing chemical agents in different concentrations, micro-
bial growth was determined by photometry in relation to time. Duration of the lag phase (L)
was derived from the growth curve and was plotted against concentration of the chemical
agents. From the growth curves obtained generation times and from them the growth rate
constant, (k) were determined graphically. The concentration (m) that would have reduced
by exactly 50 per cent the value of k as compared to the controls was calculated. The maximum
population (G) reached after the lapse of a certain length of time was determined.

The growth of moulds was estimated on the basis of the increase of colony diameter
on the surface of solid media.
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Measuring of m, i. e. the «medium, effective dose» for K, represented a major technical
problem. Only after our experiments had been concluded have we become acquainted with
the work by Vincent et al., so that it was suggested independently from those authors that the
inhibitory effect should be characterized by the concentration required for reducing the growth
rate to its half, starting from the assumption that the effectivity of some agent would be better
represented by the concentration required for a certain reduction (e. g. a 50 per cent one) in
the growth rate than by that causing complete inhibition.

We have been compelled to calculate medium effective doses in view of the variability
of k Values. Vincent et al. have not published (at least in the literature available for us) data
relative to such calculations.

In the following, measurement of the growth rate, calculation from this of the medium
effective dose, changes in the duration of the lag phase and determination of the maximum
population will be described.

Subsequently a few examples will be given of how the method was applied in comparative
studies involving various chemical agents. The test organisms were : Sacch. cerevisiae var.
ellipsoideus, Torulopsis utilis var. maior, a strain of Bacillus cereus and Asp. foetidus. From
the growth curves the rate of growth, duration of lag phase and maximum population were
calculated.

In evaluating the results we have examined the relationship between growth rate
constant, total growth and duration of the lag phase. Attempts have been made to approach
the effect on growth rate more closely than is afforded by calculating the medium effective
dose. The data on the kinetics of growth were used for drawing conclusions on the eventual
mechanism of inhibition. Finally, the data were grouped according to chemicals and, with due
consideration to the dissociation constants of the latter, the chemical agents used were
evaluated.

Details of the single steps of the study were as follows.

Measurement of the rate of microbial growth
Yeasts. Bacteria

Microbial density, i. e. cell mass per volume unit, was determined in a Pulfrich Stufen-
photometer, using a 665 mp filter (S 66). The turbidimetric method used has been described
elsewhere (Vas, 14).

In the semilogarithmic coordinate system microbial density, expressed now as number
of cells per ml, was shown on the ordinate in logarithmic scale, in relation to time shown on
the abscissa in linear scale. From the slope of the straight (exponential) section of the growth
curve the mean generation time (T = number of hours required for doubling the number of
cells) was calculated. From this the rate of exponential growth may be calculated by using
the laws characteristic of the kinetics of monomolecular chemical reactions. Namely,

kt = In~ -

If n —2n0, then

0,693

T (hour *

Moulds

As already mentioned, the rate of growth of moulds was measured by determining the
rate of increase in colony diameter on the surface of a solid medium. With most moulds, the
round colony growing from the drop of spore suspension placed in the centre of the agar plate
will increase in diameter in a linear relation to time, except in the lag phase and the subse-
quent one with increased growth. The increase in millimeters is constant in equal lengths of
time (Tomkins [13]). This phenomenon may be interpreted in the way that in the phase of
linear growth development is governed by the kinetics of a zero-order chemical reaction, where
the rate of reaction is independent from the initial concentration, i. e. from the cell count, or
here, from the initial colony diameter.

D= k.t
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where D is the diameter of the colony at time i, k is the growth rate constant. Consequently,
in the linear phase

The increase in colony diameter was measured with a transparent millimeter scale.
Measurements were made of the colony growing from a loopful of a spore suspension placed
in the centre of a transparent agar medium in a Petri dish. Even the finest increases in diameter
visible to the naked eye were considered. Experience has shown that changes occurring at the
centre of the colony, such as increase in thickness, spore formation, etc., have no bearing on
the rate of marginal growth.

Determination of the medium effective dose

From the growth rate constants observed at various concentrations of the chemica
agents applied, the concentration that would have resulted in a k value amounting to half of
that of the control was determined in the following way.

The experimentswere so devised that the successive members of the concentration series
should differ from one another with a constant dilution factor (/?), i. e. the concentrations should
form a geometrical progression.

The concentrations of the chemical shown logarithmically on the abscissa, and the values
of /c, shown linearly on the ordinate, would result in a zig-zagging curve making it difficult to
derive the concentration that would have reduced the growth rate of the blank to exactly its
half. Two methods were taken into consideration to overcome this difficulty.

One of them was calculation of regression. It was assumed that, as in so many a biological
experiment, here, too, the response would be related approximately linearly to the logarithm
of the concentration of the chemical at least in the range around 50 per cent inhibition. For
the experimental points obtained in that range the regression fine was computed and tested
for linearity. From the equation of the straight line the concentration causing 50 per cent
inhibition and the fiducial limits of this value were computed.

The other method disregarded any theoretical assumption relative to dose-response
relationship and the moving averages were calculated on an empirical basis. The k values for
each of 3 subsequent concentrations were averaged and the means were shown in the graphs
at the middle concentration. This method was applied to the entire series. The curves obtained
were much smoother in shape. The abscissa belonging to the point of intersection of this curve
and the curve for k gives (in logarithmic values) the medium effective dose (m).

The value of m may be calculated also by purely algebraic interpolation. Adapting
Thompson's calculations [12], the medium effective dose can be expressed by the equation

where La represents the logarithm of the first dose of the concentration series taken into consi-
deration in the calculation of m; d is the logarithm of the dilution ratio (R) ; K is the number
of k values averaged simultaneously andf is represented by the equation,

—  k,—ka—kat+ \...... —ka+ K -1
f= A

ka K — ka

where ka...ka + k are the growth rate constants for the successive concentrations; and k, is
that for the blank. If
K= 3,

then

1,5- kO— ka— ka+1— ka+2
ka+3 — ka
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and
log m= ilog Ba + ilbg I-[\?éjl + ----l-l—s--f-g--_fcgif)’__kaﬂ_ ka+2 }

Of course, this is valid only if

which may be determined by calculating in advance the value of
ka+ ka+ |+ kat+2+ka+3— 1,5 ko.

If this falls between the values for kaand ka+3 the value of mis correct. If the values of k are
expressed as fractions of kO, then k0= 1 and the above equations are simplified. The scattering
of m values can be determined by calculating in the usual way the mean and the standard devi-
ation of the log m values for the parallel series.

In order to compare the two methods, the following experiment was performed. A strain
of Saccharomyces cerevisiae was grown in a saccharose-peptone-yeast medium containing 0, 1,5,
3, 6, 12 and 24 per cent sodium chloride, respectively, in 5 tubes for each salt concentration.
The rate of growth was measured at 30° C; readings were made in 2- to 3-hour intervals and
the turbidity values were corrected by subtracting from them the turbidity values for the nut-
rient solution. The calibration data were expressed in terms of cell count. The generation times
(T) calculated from the linear sections of the growth curves gave the k values shown in Table I.

Table 1
Kvalues (haur )
No. of i ¢
repCaion Conoentration (Q of N (99

0 15 3 6 2 2
| 0,41 0,43 0,28 0,15 0 0
2 0,40 0,43 0,26 0,16 0 0
3 0,43 0,43 0,27 0,18 0 0
4 0,40 0,41 0,31 0,17 0 0
5 0,43 ,40 0,33 0,19 0 0

Calculation of regression. Disregarding the data for the blank and for complete inhibition
(C = 12, 24%) the relationship of k to the logarithm of NaCl concentration in the presence of
1,5, 3 and 6 per cent sodium chloride, respectively, (C = 1,5 per cent NaCl corresponding to
X =1; C—3percentNaCl: X = 2; C= 6 per cent NaCl : X = 3, etc.) can be expressed
by the equation
kK= 0,543-0,125- X.

If the sodium chloride concentration is expressed (not logarithmically) in per cent (C), then, since
\Y log C— log CO
log 2

(CO being the salt concentration at X = 0, i. e. in the present case 0,75 per cent) the
former equation is equivalent with

K = 0,491 — 0,415-log C.

From the analysis of the variance shown in Table Il, it can be seen that the linear
regression is highly significant, while deviation from linearity is not significant.

2 Acta Micrabidlagica 1173,
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Table 11

Sm daheed DOEd  Mmgae  Fule 96 F
Total oo, 0,161534 14 — _ _ _
Between doses.............. 0,156334 2 0,078167 — — —
Regression.............. 0,156250 1 0,156250 361 - —

Deviation from
regression................ 0,000084 1 0,000084 0,19 4,75 9,33
Within doses (error) .. 0,005200 12 0,000433 — — —

From the above regression line the medium effective dose (i. e. the one at which the
mean Kk of 0,414 for the control is reduced to 0,207) is m = 4,8 per cent sodium chloride. The
95 per cent fiducial limits are 4,5 and 5,2 per cent NaCl, respectively.

If the calculations include the data of complete inhibition resulting at C = 12 per cent
NaCl, the experimental points deviate from the linear regression

= 0,565— 0,138 X, or k= 0508— 0,458+ log C

significantly, but not highly so. Further analysis has shown that if the method of orthogonal
polynomials is applied to the k values for 1,5, 3, 6 and 12 per cent NaCl, the quadratic item of
the regression of k on X is still significant, while the cubic term is not. Applying the equation
of the parabola thus calculated, the medium effective dose will be m = 4,9 per cent NaCl.

Working with the method of moving averages, the separate m values are as follows : 4,45,
4,49, 4,38, 4,90, 4,83. The mean of the logarithms of m values is 0,6633147, with a standard
error of 0,0099 ; i. e. the mean of m= 4,6% NaCl, the 95 per cent fiducial limits are 4,3 and
4,9 per cent sodium chloride, respectively.

Since it was revealed by comparative analysis of a number of similar cases that the results
yielded by the two methods were essentially similar in order of magnitude, in further work
the more convenient method of the moving averages was usually employed.

Measurement of prolongation of the lag phase

Measurement of prolongation of the duration of the lag phase permits a deeper insight
into the mechanism of the effect inhibiting microbial growth. The measurement is usually made
by graphical methods. The line of the exponential section of the growth curve is lengthened
backwards and the time required for attaining a pre-determined (relatively low) cell count
(e. g. 106ml) during growth is calculated by extrapolation. This limiting cell count is, of course,
arbitrarily chosen. Nevertheless, it should be near to the initial cell count and to the onset
of the logarithmic phase.

In the case of moulds, extrapolation was made to a certain small diameter value (10 mm.)

Determination of maximum population

Inhibitory effects may influence also the maximum number of viable cells (G) a given
medium will support. The value of G can be simply determined by converting into number of
cells — on the basis of calibration data — the maximum extinction values observable at the
end of the experiment, after a longer period of stagnant growth. These values are then plotted
against concentration.

Application of the method in comparative tests with various chemical agents
To illustrate the method for measuring microbial inhibitory effect as it works, a few

experiments are described. The test organisms involved were Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus
(Tokaj 22), Torulopsis utilis var. maior (Thaysen and Morris), Bacillus cereus and Aspergillus
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foetidus. The inhibitory agents were the following compounds : dehydroacetic acid (DUE, used
in the form of its sodium salt, but expressed as acid except for the Bacillus),the sodium salt
of benzoic acid (BEN-Na), sodium formate (FOR-Na), a preparation containing a mixture
of the esters of bromoacetic acid (PAN: «Pandurol-A», a Danish preservative), and a qua-
ternary ammonium base, cetyl pyridinium bromide (CPB).

Rate of growth
Experiments with Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus

The medium used for growing these organisms consisted of the following ingredients:
(1 + 10) yeast extract : 20% v/v ; peptone (Witte) : 0,5% ; sucrose : 1% ; Me llvaine's
buffer (0,2 M disodium phosphate, 0,1 M citric acid) : 30% v/v, and tap water. The liquid
medium was clarified with egg white until crysta clear and sterilised by heating in an autoclave
just to reach 130° C.

Fig. 2
Figures along the curves indicate the concentration of the chemical (mg/l).

The liquid medium was distributed in 20 ml portions into test tubes of 18 mm external
diameter. The chemical agents were added to the medium in the form of concentrated solution
in distilled water, applying a dilution ratio of 2.

The media were then inoculated with 0,05 ml of a suspension prepared from a 4-day
agar culture of the yeast. The initial total cell count of the samples was 1,-8.10s. The tubes were
placed into a water bath and maintained at 31° C. From time to time samples were taken for
determination of light absorption in a Pulfrich photometer. The method used for this purpose
has been described elsewhere (Vas [14]).

From these the growth rate constants (k) were calculated and expressed in terms of
fractions of the control k value (Table I11).
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Table 111
Chamicd k
i T . m
sin mnﬁar.?nm (o) hour 1 relative value ()
0 2,50 0,277 1,00
10 2,75 0,252 0,91
20 3,13 0,221 0.80
DHA 40 4,63 0,150 0,54 35
80 00 0 0
160 00 0 0
320 00 0 0
640 °0 . 0 0
0 2,25 0,308 1,00
20 2,25 0,308 1,00
40 2,25 0,308 1,00
BEN-Na 80 2,25 0,308 1,00 cca. 240*
160 2,12 0,327 1,06
320 00 0 0
640 00 0 0
1280 00 0 0
0 2,88 0,240 1,00
80 2,88 0,240 1,00
160 2,88 0,240 1,00
FOR-Na 320 2,88 0,240 1,00 >5120
640 2,88 0,240 1,00
1280 2,88 0,240 1,00
2560 2,63 0,263 1,09
5120 3,25 0,213 0,89
u 0 2,50 0,277 1,00
0,5 2,38 0,291 1,05
1 2,38 0,291 1,05
PAN 2 2,63 0,263 0,95 8,5
4 3,50 0,198 0,72
8 6,25 0,111 0,40
16 6,00 0,115 0,42
32 00 0 0
0 2,25 0,308 1,00
0,5 2,25 0,308 1,00
1 2,88 0,240 0,78
CPB 2 00 0 0 12
4 00 0 0
8 00 0 0
16 00 0 0
32 00 0 0

* In the concentration range 160—320 mg/1 a more finely graded series could reveal a
more accurate value for m.
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Experiments with Torulopsis utilis var. maior

The same chemical agents were tested also against a Torula. Experimental conditions,
composition of medium, concentrations of the chemicals etc. were identical with those described
above, except that the organism inoculated was Torulopsis utilis var. maior (Thaysen et Morris).
From a 5-day agar culture of the organism a suspension was made in sterile water, of which
0,05 ml amounts were used for inoculating the tubes, so that the initial cell count was
3,3- 105 per ml.

Experiments with Bacillus cereus

The above mentioned chemical agents were tested also for inhibitory effect upon a strain
of Bacillus cereus, isolated from green peas. In this instance another nutrient medium had
naturally to be used as at around pH 4,7 bacteria usually do not grow.

The nutrient medium consisted of green pea extract: 40% v/v, peptone: 0,5%, sucrose:
0,2% in a phosphate buffer (M/15) of pH 7,0. The pea extract was prepared by mixing and
centrifuging 1 part of ground green peas and 9 parts of a pH 7,0 phosphate buffer. The solution
was clarified with egg white distributed in volumes of 10 ml into test tube« of 18 mm external
diameter and sterilised in an autoclave to reach 130" C. lhe pH of the solution was 7,00.

Except for Pandurol and cetyl pyridinium bromide, the chemical agents were added
to the medium in solid form to avoid further dilution (in the case of dehydroacetic acid, the
solid sodium salt, DHE-Na was added).

The inoculum was 0,04 ml of a 1-day culture of the organism, containing exclusively
vegetative forms. The initial cell countin the inoculated media was 5,4- 105ml. Incubation
occurred at 31° C

The turbidity of the solutions was measured by the method detailed above [14] and
the growth rate constants and medium effective doses were calculated.

Unfortunately, Pandurol was added in concentrations too high (4 mg/1, k = 0,39) for
allowing to determine m. The same is valid for cetyl pyridinium bromide

Experiments with Aspeigillus foetidus

A strain of mould was also tested. In this case a solid medium was used, consisting of
(1 + 10) yeast extract: 20% v/v; peptone : 0,5% ; sucrose : 1%, and Mrliveinf's citrate-
phosphate buffer : 30% v/v ; agar : 5% ; dissolved in tap water. After distribution into test
tubes sterilisation was made by steaming. pH was 4,25.

Concentrated solutions of the chemical agents to be tested were measured into Petri
dishes, and the heated, melted medium was poured on them, and thoroughly mixed. After
the plates had solidified, they were inoculated at the centre with a loopful of a conidium sus-
pension from a 2-week culture of Aspergillus foetidus. Incubation was made at 31° C and at
intervals the diameter of the colonies was measured (Fig. 3).

The value of kK was obtained from calculating the growth in mm per hour.

The concentration of sodium formate, Pandurol and cetyl pyridinium bromide (5120,
32 and 32 mg/1, respectively) was, unfortunately, too low to cause inhibition of around 50
per cent.

Lag phase

In the above described experiments the duration of the lag phase was also determined.
It was decided to take as the value of L that time in hours which had elapsed before the initial
cell count rose to 106/ml with Saccharomyces and Torulopsis, to 107ml with the Bacillus, and
before the colony diameter of the Aspergillus increased to 10 mm. The L values obtained by
graphical extrapolation for the various chemical agents and microbes are shown in Fig. 4.

Maximum population

The maximum population (= total growth = G) was determined in each of the experi-
ments (except that with Aspergillus) by the method described. The results grouped according
to the chemical agent used are shown in Fig. 5.
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Fig. 3
Figures along the curves indicate the concentration of the chemical (mg/l)-

« ‘Saccharomyces O-Torulopsis © -Bacillus O'Aspergillus

Fig. 4
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Discussion
Relationship of growth rate constant and maximum population

As shown in Figs. 5 and 6, the maximum number of cells changed mostly
parallel with the growth rate constant.

S : Saccharomyces, T : Torulopsis, B : Bacillus,
Fig. 5

S: Saccharomyces, T: Torulopsis, B: Bacillus, J/1: Aspergillus
Fig. 6

The only striking exception to this was Pandurol, as tested against
Saccharomyces and Torulopsis, where G reacted slower than kK when the concen-
tration was increased. On the other hand, in the case of sodium formate K was
reduced more slowly than G.
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From data not to be given in detail we calculated for each of the chemical
agents that concentration which would reduce the maximum population to
its half (mG. A comparison of the mGvalues with the concentrations reducing
the growth rate constant by 50 per cent (m) is given in Table IV.

Table IV
Saccharomyces Torulopsis Bacillus
Chemical G mel G
m inG " - mG m m mG mm
35 32 09 30 21 07 1400 ? ?
240 170 0,7 160 91 0,6 3300 1700 0,5
=>5120 >5120 ? 3000 1200 0,4 1700 4800 2,8
8,5 15 18 39 6 41 <4 <4 ?
1,2 1,3 11 2 4 2,0 <4 <4 9

* In the case of Bacillus : DHA-Na.

As it is shown also by the data in Table 1Y, there is no good parallelism
between m and mG but considering that the determination of G consists of
a single measurement, it is easier to carry out this than to determine k. It would
be worth while to set up a great number of experimental series to find out
whether mGcould satisfactorily be used for characterising the chemical agents.
There is, however, a practical difficulty, it being not easy to predict at what
time G should be measured. Anyway, a single measurement will not reveal
whether or not the culture is in the stationary phase of growth.

Relationship between growth rate constant and duration of lag phase

As regards the relation between lag phase and growth rate constant,
no parallelism whatever could be found. The shape of the growth curves already
reveals that there are chemical agents practically without influence on k when
at the same time they bring about a marked prolongation of the lag phase.
W ith other substances the opposite is the case. A comparative analysis of
Figs. 6 and 7 is illustrative for this point.

Wi ith the use of dehydroacetic acid, for instance, there certainly is some
parallelism between the prolongation of the lag phase and the decrease of the
growth rate for each of the four microorganisms examined. On the other hand,
Pandurol causes a marked prolongation of the lag phase of Asp. foetidus, while
it exerts a very slight effect on the rate of growth. In contrast with this, the
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lag phase of the latter organism is unaffected by cetyl pyridinium bromide,
this compound being effective upon the growth rate only (see the corres-
ponding curves in Fig. 3).

As the increase of L values usually does not mean the discontinuation
of growth, only its prolongation, from the practical point of view the data of
the lag phase are mostly less relevant than the growth rate constants. On the
other hand, chemical agents acting only on the lag phase may also possess some
practical value at concentrations prolonging the lag phase to such an extent
that in the meantime the cells of the inoculum die off.

S : Saccharomyces, T : Torulopsis, B : Bacillus, A : Aspergillus
Fig. 7

A closer approach to the effect upon growth rate

According to the above, the medium effective dose appears to form a basis
well enough suited for comparing the inhibitory effect of chemical agents. It is,
however, doubtless that our knowledge of the nature of the effect of a chemical
agent cannot be considered complete without knowing how it influences the
lag phase, for instance. Moreover, the value of m by itself fails to represent
unequivocally the inhibitory effect upon growth rate. The slopes of the moving
average K :log concentration curves are variable and it may occur that two
or more chemical agents exert the medium effect at the same concentration,
while it is at entirely different concentrations that they bring about a reduction
of, say, 80 per cent in the rate of growth.
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So, for instance, the rate of growth of Bacillus cereus was reduced to 50
per cent by 1400 mg/l of sodium dehydroacetate and by 1700 mg/1l of sodiym
formate, i. e. in this case the m values were close enough. On the other hand,
the concentrations required fpr 80 per cent inhibition (Z2)8) were entirely differ-
ent : of sodium dehydroacetate 3200 mg/1 and of sodium formate 18000 mg/1
were required ; this means that when tested at that inhibition level, formic
acid is about six times less effective than dehydroacetic acid (Fig. 8).

When characterising the effect of some chemical agent, it appears there-
fore expedient to state, in addition to the m values, also the slope of the moving
average K :log concentration curve.

100
O -FOR-Na

® *DHA

O © =¥QOA

~625 2500 ''10.000 Uo'000

cone.ofchemical (mg/1j cone, ofchemical

Fig. 8 Fig. 9

In practice, a chemical agent is the more valuable the lower its m value
and the greater its slope. For instance, in Fig. 9 from among the compounds
yielding the curves 1, 2, and 5 (whose slopes are identical) 1. is the best, because
its m = 4. Chemicals 2, 3 and 4 are equal in that each has an m — 32, but
as the slope is the greatest with compound 2, this is much more effective than
the other two are.

The slope of the (moving average k :log D) curve could be expressed
e. g. — by the ratio

Q = m

If, e. g. m — 1024 and D& = 2048, then

Q= 2
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In our experiments the Q values obtained by calculating regression varied
between 2 and 3. The only exception was the effect upon Bacillus cereus of
sodium formate, where the value of Q was 13.

Groivth rate constant and mechanism of inhibitory action

The relationship between concentration of the chemical agent and growth
rate constant may reveal further details of the nature of the effect upon micro-
organisms of certain chemicals.

cone,of intermediary metabolite cone, ofchemical

Fig. 10 Fig. 11

Hinshelwood [4] has put forward the theory that often the inhibitory
agent acts by inhibiting the cell to produce some vital intermediary metabolite
in sufficient quantity. The enzyme system using this metabolite as substrate
will be interfered with and consequently cellular function and multiplication
are impaired. The relationship between concentration of intermediary meta-
bolite and enzyme function (and, consequently, the growth of the microbe) is
shown in Fig. 10. (After Hinshelwood.)

Under normal conditions, the concentration in the cell of the intermediary
metabolite is around Av A2 A3 This, however, may be reduced by chemical
agents. The metabolite concentration must sink below B to make the enzyme
system lose some of its activity. This means that inhibition will take place
above a certain concentration only, but then, between concentrations B and
C, it will sharply increase. Curve 1in Fig. 11 illustrates the relationship between
inhibition and the concentration of the chemical agent (Hinshelwood [4]).

The same result is brought about if the chemical agent blocks, instead
of the production of the intermediary metabolite, its adsorption onto the enzyme
surface. This may occur when the structure of the chemical agent is similar
to that of the metabolite and they compete for being adsorbed onto the enzyme
surface («competitive inhibition»).

Such a «threshold» may be absent in some cases, as for instance in that
shown in curve 2, Fig. 11, where the growth rate is inversely (linearly) related
to the concentration of the chemical agent.
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A third possibility is that the chemical agent acts exclusively on the
duration of the lag phase. If the prolongation of the lag phase is sufficiently
long it results in microbial death. Thus, the value of k will remain at the same
level while the concentration of the chemical agent is raised. Above a certain
concentration, however, growth will cease abruptly because the microbes
die off (Curve 3, Fig. 11).

It may also occur that on increasing the concentration of the chemical
the value of k, after an initial drop, will remain at the same level even if excessive
doses are used (curve 4, Fig. 11). This may be explained in two ways: 1. the
molecule of the chemical agent is too large for being adsorbed onto the surface
of the enzyme, while smaller metabolite molecules will still find unoccupied
surface areas, or 2. two alternative growth mechanisms exist, of which one is
more liable to be influenced by the chemical agent than the other.

In the light of the above the relationship existing between rate of growth
and concentration of the chefnical agent will reveal much of what actually
takes place during chemical action.

W ith respect to this the chemicals tested could be divided into various
groups. For instance, there is apparently no threshold in the effect upon Saccharo-
myces, Torulopsis or Aspergillus of dehydroacetic acid (curve 2, Fig. 11). The
same applies to its effect upon Bacillus.

Similar in type are the effects of formic acid and Pandurol upon the
Bacillus, or that of cetyl pyridinium bromide upon Bacillus and Torulopsis,
while sodium benzoate apparently acts by competitive inhibition. The same
applies to sodium formate in the case of Saccharomyces, Torulopsis and Asper-
gillus, as well as to Pandurol in connection with Aspergillus, and to cetyl-
pyridinium bromide in the case of Torulopsis and Aspergillus, although the
latter three agents have been tested in concentrations not high enough to cause
any serious inhibition of growth of some microbes.

Much will depend, of course, on how carefully the concentration of the
chemical agent is being increased. If the first concentration tested is too high,
a threshold at a lower concentration escapes attention. Consequently, the
conclusions drawn from the above described examples cannot be considered
final until substantiated in further, more precise experiments.

It is interesting that low concentrations of Pandurol exert a slight stimu-
latory effect on the growth of Saccharomyces and Torulopsis. This is subse-
quently followed by abrupt inhibition.

Another kind of kinetical examination of the mechanism of action s
presented by the following experiment.

It is known from the work of Seevers et al. [11] that, of the numerous
enzyme systems examined, in animal tissues only succinic dehydrogenase is
appreciably affected by dehydroacetic acid. The cited authors measured the
02 consumption of the succinic oxidase system at various concentrations of
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dehydroacetic acid in a 0,1 M phosphate buffer of pH 7,4 and obtained the
curve A shown in Fig. 12. It has been shown, in addition, that dehydroacetic
acid had no effect upon the cytochrome — cytochrome oxidase system.
When the actual cause of the inhibition of microbial growth is a blocking
of succinic dehydrogenase, the inhibition curve should run parallel with the
above curve. As seen in Fig. 12, the curve showing the inhibition of Bacillus
cereus (B) differs in slope from curve A, although both are in the same con-
centration range. Not even this is true with the curves for Saccharomyces (C)
and Aspergillus (D). These organisms are namely inhibited by dehydroacetic
acid in concentrations about 100 times lower. These facts appear to indicate
that, at least in the case of Saccharomyces and Aspergillus, succinic dehydro-

Fig. 12

gendse is not involved in the mechanism of inhibition. It should, however,
he borne in mind, that Saccharomyces and Aspergillus were tested at pH 4,75
and 4,25, respectively, while the enzyme was studied at pH 7,4. The pH of
the medium used in the case of Bacillus cereus was 7,0. This may account for
the similarity of the results and it is not unlikely that the inhibition of bacterial
growth was in part due to an effect upon the succinic dehydrogenase of Bacillus
cereus. As regards the other organisms, studies of the enzyme in lower pH ranges
are required before definite conclusions can be drawn.

Evaluation of the chemical agents tested

When data on the inhibition of microbial growth are summarized and
grouped according to chemical agents and organisms, it should be borne in
mind that the effect of inhibitors of the weak acid type is usually bound to
the non-dissociated acid molecule (Rahn & Conn [8], Vas & Ingram [15],
Schelhorn [9]). Since in various pH ranges the percentage of the non-dissociated
portion may show considerable variations, this fact should always be taken
into account when making comparisons and the concentration data should
be expressed in terms of the actually effective portion. In this way is obtained
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the so-called «absolute efficacy» (Schelhorn [10]). From this, in knowledge
of the actual pH and the dissociation constant of the substance in question,
it becomes possible to compute its amount actually required.

In Table Y are shown the medium effective doses of weak acids and their
values for «complete» inhibition, calculated for total acid and for the non-

dissociated part of the compound.

Table V

Dose of chemical required (mg/1)

Organ- computed for acid inthe case ofweak acids computed for non-dissociated compound

ism

o
I

Initial cellcount
(cells/ml)

DHA BEN FOR PAN CPB DHA BEN FOR PAN CPB

Bacillus 54 10E 700 1100 2800 1100 <4 <4 21 4 06 <4 <4

cereus 4000 8500 27000 256 8 75 13 15 256 8
Sacch. 4TS 35 200 $>3460 85 1,2 27 42 >320 85 12
cerevisiae 1'% 0% * 80 270 >3460 32 2 62 57 >320 R 2
Torul. 30 140 2000 39 2 23 30 180 39 2

utilis 33106 475 gy 540 3260 32 >32 62 114 >320 32 >32
|

ASp.  _ yg4ps 22 310 >3460 >32 >32 20 160\>330 >32 >32
oet idus 1 S 80 1100 >3460 >32 >32 73 500 >830 >32 >32

Figures in italics : 50% growth rate inhibition.
Standing figures : «complete» inhibition.

The data in Table V only serve to illustrate the method used in evaluating
the inhibitory effect. The final order of the substances tested cannot be deter-
mined before further experiments had been carried out and evaluated statistically.

In the experiments described in the present paper inhibitory effects
were examined. The same methods naturally lend themselves for studying
effects promoting growth. The concentrations required for attaining a certain
degree of stimulation may be computed by means of the methods described.
For that purpose, too, the slope of the moving average dose-response curve
serves as a valuable basis for evaluating different compounds.

Summary

Kinetic measurement of cell growth may be successfully employed for
elucidating qualitative and quantitative relations of the effects promoting
or inhibiting microbial growth. Analysis of the growth curves yielded by bacteria,
yeasts or moulds in the presence of various concentrations of a chemical agent,
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quantitative evaluation of the lag phase, exponential growth rate constant
and total growth disclose data allowing a quantitative comparison of the effects
of various substances and at the same time insight may be gained into their
mechanism of action.

A new method has been worked out for determining the medium effective
dose and for a closer characterisation of the effect upon the rate of growth.

*

In conclusion the author expresses his thanks to Mrs. P. Nyerges of the
Ampelological Research Station for the strains of Saccharomyces and Aspergillus
used in this work.
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,D,ﬂﬂ M3yyYeHUAa KayeCTBEHHbB X U KO/NTWYECTBEHHBb X ycnosmﬁ BOaAeVICTBMVI, CﬂOCOﬁCTByK)'
W mnmx pasmMmHOX e€HMUNIO MUKPOOPraHmMsmMoB, MmamM TOPMO3AW UX MUX pasMHOXEeHUE, MOrTyT Cc ycnexom
NnpuUMEeHATbCA KUHeTM4YecKune M3MmepeHwuns pasMHOX eHunsa MMKpOﬁHbIX KneTok.

BblweynomMaHyTb e BO3felCTBNSA Hapywaw T 06blYHBIA Nnpouecc pa3sMHOXEHUS MUKPOGO -
Hbl X KYynbTyp.

B cBouMX onb Tax aBTop Typb6buagumerpuuyeckum metogom (14) msyuan pasMHOXEHMNE
kynsryp Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus, Torulopsis utilis var. maior » Bacillus Ceresus
(C M3BeCTHbBIM WCXOAHBIM 4YMCANOM MUKPOGOB) B cpepgax, CofgepXal UX pa3NMyHb e KOHLUEeHTpa-

yum xumwukatos. T[paduuyecku onpepenunum AAMTenbHOCTbL nar-dpasel (L), M3 3KCNOHEHLUMU-

anbHbL X (a3 — TreHepayuuMoHHOE BpeMmsa (T), W M3 NOCNegHEro — KOHCTAHTh CKOpPOCTM pas-
MHOXEHNS wac-1]. HakoHWey, W3MepanNu ycTaHOBMWBW MWecs CNyYyCcTs AONTOe BPpeMa MaKCH-
ManbHbL e YMCNa MUKPOGOB (G), Y nneceuHeii (ASp.foetldUS) B yaw kax [MeTpu u3amepsanu

nar-¢ asy (L M cKopocTb [K/MM/yuac] Bbl ABASA W erocs Ha arape 60KOBOFTo pacnpocTpaHeHMUs
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C uenblo oxapaKTepu3oBaHUs BO3f[eACTBUA, 0Ka3biBAEMOro Ha CKOPOCTb Pa3MHOXeEHUS,
ANA BCeX XMMWKATOB faBanacb Takas KOHLUEHTpauua, KoTopas cHuXana To4HO Ha 50% 3Ha-
YeHue K, T. e. KOHCTaHTY CcpefjHeli CKOPOCTU Pa3MHOXEHWUSA KOHTPO/SbHbIX KYNnbTyp, He cojep-
XalWnx XMMUKaToB (T = pfo3a cpefHeill ahheKTUBHOCTM). AN BbIYMCAEHUS 3TOro aBTop MNpu-
MEHSAN W3BECTHbI M3 CTATUCTUKU MeTOA NOABUXHbLIX CPefHUX W Trpapuyeckyo UAN pacyeT-
Hyl WHTepnonsyui [TomncoH (12)]. Ansa 6Gonee 6AM3KOr0 oXxapakKTepu3oBaHWSA BO3feW-
CTBUS, OKa3blBaemMoro Ha K, gaeTca Kakas-nu6o uudpa, Bblpaxatowas yron nageHnsa Kpusoi
0403bl-BO3feiicTBUA, Tak, Hanpumep, uacTtHoe (Q) po3bl Bbi3biBawoweih 80%-0e TopMOXeHUe
(D80) u po3bl cpepHeit apgpekTusHoctu (T = D50).

MopaobHble McCnefoBaHNSA KUHETUKU Pa3MHOXEHUS AalT npeacTaB/lieHMe O MexaHu3Mme
BO3/eliCTBUA XUMUKATOB.
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Extensive studies have been concerned with factors capable of accelerating
the rate of destruction by heat of microorganisms. Reduction of pH, the pre-
sence of certain compounds and several other factors have been shown to possess
such an effect. More recently, Andersen and Michener [1] have reported upon
experiments in which vegetables were treated with antibiotics and found sub-
tilin to be particularly effective. These authors showed that tinned asparagus
inoculated with Bacillus stearothermophilus could be sterilised by boiling for
20 minutes in the presence of 5 mg/kg of subtilin and in 10 to 20 minutes at
a subtilin concentration of 10 or 20 mg/kg. The cans tested were about 1/3 kg
in capacity. This report has stimulated a series of experiments along the same
lines. In addition to subtilin, most of the commonly used antibiotics have been
tested for that effect. Later experiments, however, confirmed the first reports
only in part [1, 3, 8] and many authors have contradicted the findings of
Andersen and Michener [13]. These experiments have nevertheless focussed
interest anew upon the problem of combining heat treatment with chemical agents.

Experimental

Considering that the problem is of extreme practical and general microbiological
importance, it appeared interesting to study in detail the procedures involving a combination
of heat and chemical treatment for the purpose of preservation.

The first question to be clarified was whether the preservative effect reported in the
literature to result from a combination of mild heating and chemical treatment would be due
to a decrease of microbial heat resistance or to inhibition of growth induced by the chemical
agent used.

Part 1.
Effect of chemical agents upon microbial heat resistance

In the first part of the experiments reported in the present paper, the effect upon
microbial heat tolerance of some commonly used chemical agents was examined. Heat resis-
tance was tested by well-known methods [9, 10, 11], with some modifications to meet special
requirements.

3 Acta Microbiologica 11/3.
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Material and methods
Microorganism

A spore suspension from a culture of Bacillus cereus (strain 54) was used. The strain was
isolated by plating out several times a microbial suspension prepared from a mixed culture
from frozen green peas by heating at 90° Cfor 10 minutes. The strain was grown in Petri dishes»
on the surface of agar containing green pea extract and buffer.

The culture medium was prepared in the following way. 100 g quick-frozen green peas
were finely ground, extracted with 900 ml of cold distilled water and centrifuged. To 200 ml
of the pure extract were added 500 ml M/15 phosphate buffer (of pH = 7, or in certain experi-
ments of pH = 6, as determined by a glass electrode), 0,4 per cent peptone (WITTE), 0,2 per
cent sucrose and 2 per cent agar. The mixture was made up to 1000 ml with distilled water.

The ratio of vegetative and sporing forms was determined from time to time by phase-
contrast microscopy and at the time most of the cells were in the spore state the culture was
suspended in a sterile buffer solution (pH 7), thoroughly shaken, filtered through a G-I Jena
sintered glass filter to eliminate eventual clumps, and stored in a refrigerator, at approxi-
mately +8° C

The suspension was sampled from time to time and tested for heat tolerance in order
to detect eventual changes in its properties.

The number of viable cells in the suspension was approximately 109, as determined by
the dilution method (see below) and by microscopic counting.

Microbial count

This was determined by the dilution method. In the sequence of the exponents of 10,
dilutions were made in sterile water. Three times or five times 1 ml of each dilution were trans-
ferred onto agar medium sloped in test tubes containing 10 ml of agar each. The tubes showing
presence or absence of growth (positive and negative tubes) were counted after 10 days of incu-
bation at -f28° C and, the most probable number of viable cells was calculated on the basis
of the probability tables of Hoskins [5].

Heat treatment
The bath used for heat treatment

A glycerol bath, with a temperature varying within the limits of £0,25° C, was used.
In a 10 htre container holding 6 to 7 htres of glycerol were submerged an electrically controlled
thermo-coil, an electric stirrer (approximately 400 r.p.m.) and a thermometer with a 0,1° Cscale
[12]. Also submerged in the glycerol was a rack for the test tubes. Care was taken that the
level of the fluid in the test tubes be far below the level of the glycerol (a weight was placed
on the tubes).

Procedure

Prior to heat treatment, the stock suspension of the microbe was diluted with liquid
green pea extract medium, the composition of which was as described above except that it
did not contain agar. The chemical agents were added to the suspensions which were then exposed
to heat. A number of preliminary experiments were made to find the most adequate method
of heat treatment. Two main principles were kept in mind, viz. (i) the volume of the samples
must be low and they should be kept in tubes small in diameter in order to increase the rate
of heat penetration, and (ii) with heat treatment in the presence of a chemical agent the samples
should be diluted, immediately after heating, to that concentration of the chemical substance
which at the incubation temperature does not seriously inhibit microbial growth. This is necessary
in order to establish whether the chemical agent acted directly on the rate of heat destruction.
If point (ii) is not given due attention, the special effect increasing the rate of heat destruction
cannot be distinguished from the general growth-inhibitory effect of the substance. The con-
centrations of the chemical agent were so chosen that a dilution of about 1 to 20 should abohsh
the growth inhibiting effect of the preservatives.
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After a number of unsuccessful preliminary experiments the following method proved
to be the most satisfactory. By means of a 1 ml sterile pipette 0,75 ml of the bacterial suspension
was measured into each 16x160 mm normal sterile test tube. The tubes were then heated
in the above described apparatus for pre-determined lengths of time. On removal from the
apparatus the tubes were cooled by submersion in water and into each tube 15 ml of a pH 7
sterile green pea extract medium were added. Experience has shown that by doing this carefully,
it was possible to avoid contamination of the upper inside surface of the test tube during pipetting.
The 0,75 ml volumes warmed up so rapidly that under the given conditions this did not repre-
sent any source of error with the heating times usually employed. The positivity or negativity
of the tubes was judged after 10 days of incubation at 28° C.

Calculation of heat destruction data

The heat tolerance of the spores was expressed by the so-called decimal reduction time
[7], i. e. by the time required for reducing the number of viable cells in the heat-treated sus-
pension to one-tenth of the initial count. Decimal reduction time was determined by two methods.

Plotting of the heat destruction curve by counting the microbes

This method consists of the following steps. During heat treatment the suspension is
sampled from time to time and the number of viable organisms in each sample is determined
by the dilution method. The logarithms of microbial counts obtained at equal (A-minute) inter-
vals are approximated by a straight line calculated on the basis of the principle of least squares
and making use of orthogonal moments. In this way both the equation for the straight line
and the decimal reduction time are obtained (Jordan [6]). The standard deviation O may
also be computed.

It can be deducted that the equation of the straight Une is represented by the formula

e 3(S5-1)
where Y = & s+1° © S+ I'®1'

Y is the logarithm of the number of viable cells at time t
t is the time in ,4-minute units
S is the number of observations
0Ois the O-grade orthogonal moment
©j is the 1.-grade orthogonal moment
Decimal reduction time (in minutes) and the standard deviation may be expressed by the formulae

S+ l.

D= “sa

A,
and

o= — ZY2— &o2 3(s-1)
S + 1

The orthogonal moments may be computed from a table composed of observation data for
equal (,4-minute) intervals.

Calculation of decimal reduction time from »majority destruction« time

Decimal reduction time may be assessed also by means of determining the time required
to kill off the majority of organisms («majority destruction» time). Pre-supposing that the
heat destruction curve is logarithmic in nature, we determine the time at which the number
of viable cells in a heat-treated suspension is reduced to around 1 per g or per ml. Having deter-
mined this latter value by probability considerations, decimal reduction time can be estimated.

The series to be heated are arranged so that at any predetermined moment 5 tubes are
taken out of the bath. Microbial count (x) is assessed on the basis of Halvorson and Ziegler's
formula [4], from the number of positive and negative tubes.

where a is the volume of a single sample
n is the total number of tubes taken out at a given point of time (number of
replications)
s is the number of negative tubes at the above moment.

3*
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Knowing the initial cell count (N) and the number (x) of cells still viable after a certain period
of heat treatment, the duration of heat treatment (U) divided by the difference of the loga-
rithms of the two cell counts gives directly the decimal reduction time (D) :

log IV— log x

The difficulty inherent to this method is — as it has been pointed out in the literature, too
(e.'g. [11]) — that after the time when the number of the positive tubes first drops below 5 there
will usually be more than one point of time at which the number of positive tubes is relatively
high. As a result, not infrequently, more than one decimal reduction time will be obtained within
a single experiment, complicating evaluation. Stumbo [11] suggests that the mean of these
decimal reduction times which we will call «averaged D» should be taken as the D value for
a given experiment. We do not think this to be entirely free from objection on the basis of the
following considerations.

It is known that with various microbes destruction due to exposure to external effects,
physical or chemical, is in logarithmic relation to time. This law is, however, valid above a certain
number of microbes only ; after a considerable number of the organisms had been Killed, even
prolonged heating will fail to induce marked destruction. This phenomenon occurs with pure
cultures too, and is as yet unexplained. It may be assumed that these surviving cells are res-
ponsible for the fact that more than one D value can be obtained within the same experiment.
And if this is actually the case, we shall obtain a more proper picture of the culture as a whole
by disregarding these cells and by focussing attention upon the destruction of the majority
of microbes. It appears therefore justified to suggest that the value of D should be based on
that point of time at which the first negative tube is found among the five parallels taken out
simultaneously. — With the opposite procedure, the averaged D will much too often depend
upon the duration of the experiment : not infrequently positive tubes will occur even after
the final period of heating. Further experiments are being planned to elucidate which of the
two D values is more adequate from the point of view of industrial practice.

Chemicals

Dehydroacetic acid (DHA), laevulinic acid (LEV), p-hydroxibenzoic acid methy-
ester (PBM), KNO2 cetylpyridinium bromide (CPB), penicillin (PEN), streptomycin (STR)
Chloromycetin (CHM), aureomycin (AUR), as well as an antibiotic isolated at the Ampelol
logical Institute, Budapest from a strain of Aspergillus (A) were used in the experiments.

Experimental results
Determination of the shape of the destruction curve

Microbial counts were made from time to time during heating in order
to find out whether the destruction curve was actually logarithmic in nature
(Table I). In Fig. 1 is shown the destruction curve for the spore suspension in
a pH 7 buffer, at 90° C, without any chemical agent. Fig. 2 shows the curve
obtained in the presence of 10 mg/lit. cetylpyridinium bromide, and Fig. 3 shows
the curve resulting in the presence of 10 mg/lit. Chloromycetin. As it can be
noted, in each case — using the orthogonal moments — the experimental
points could well be approximated by a straight line. The correlation was close,
the correlation coefficient (r) being —0,978 for Fig. 1, —0,964 for Fig. 2 and
—0,987 for Fig. 3. The significance of r values was j>99,9% in each case. The
deviation of the two extreme r values was not significant (P = 0,16).
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Table |
Number of vigble cells per ml

S e ABERGS YRR

n
0 11 107 A9 e 107 79 « 107
15 15 105 15 + 10s 43 « 105
30 43 104 43 m103 43 104
45 9,3 103 21 < 103 43 103
60 29 10* 9,3 « 102 43 « 102
75 43 10l 4,3 « 10° 15 « 101
920 23 10° 23 < 10° 43 « 10°

Fig. 3

According to the above it seemed justified to use the measurement of
the «majority destruction» time for calculating the decimal reduction time,
both in the presence and absence of a chemical agent.
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Determination of the temperature coefficient and of the temperature
characteristic

The heat tolerance of spores changes with temperature. This is an impor-
tant property of microorganisms. In our work, the knowledge of this relationship
was of especial importance for comparing the order of magnitude of chemical
and thermal effects. The decimal reduction times were computed from the
data of majority destruction times at various temperatures and from the values
obtained (Table Il, Fig. 4), the correlation between temperature and destruction

« -from the averaged value

O zfrom the first value

60-
c 0
|
40
Q
20-
?
1 11 7
85 90 92 95 9 °C
Temperature
Fig. 4

time was computed, applying the principle of least squares, by solving the
equations

aN + b- £X —E£Y =0,
and
af X + bmEX *-£X Y =0,
where is the number of experimental data

is the constant determining the position and

N

Y is the log D value at a given experimental temperature X

a

b the constant determining the slope of the line: Y = a-f-b«X.
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The results are illustrated in Fig. 5. With D values computed on the basis of

the first negative tubes (Fig. 5, curve 1), a= 11,596, b= —0,1165. With
the averaged D values (curve Il), a = 12,754, b= — 0,1284.
Table 11
Decinal reduction tine (D), in minutes
Tréaﬁ'm'(f?‘“trg)ﬁnﬁwt cllte fom s
negatlvetLg
85 49,30 70,60
0 11,04 13,81
92 7,76 8,16
95 4,93 5,14
99 0,94 0,94

It can be noted that a temperature increase of 10° C reduces the log D value
computed from the time at which the first negative tubes had occurred by
(10 X0,1165=) 1,165, so that the decimal reduction time is reduced (num. log.
1,165 =) 14,6 times. In other words, the temperature coefficient of heat destruc-
tion is Q0= 14,6. The temperature characteristic of heat destruction (/<) is
computed from the equation,

JL/I— -Lv
2 VTj Tr>

k2—

where kx and k2 are the destruction rate constants at the absolute temperatures

D1 . .
T1land T* respectively. Considering that K D9 and working with the
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data for 80° and 100° C it is found that, computed from the first negative tubes,

logDm = 11,596 — 0,1165 » 80 = 2,276

and
logi>i00= 11,596 — 0,1165 <100 = -0,054.

The value of the temperature characteristic is

(bg D1—1log D2 TrmT2

H= 4,6 -emrmmememme o eomeee JA— =
12 11
(2,276 + 0,054) 353-373
-* g i~
u= 70600,

which is a high value, identical in order of magnitude with the activation energy
of protein coagulation. Computed by the same method from the averaged D,
Q0= 19,2, [a= 77900.

The QI0values derived from the two series of data do not differ significantly.

Knowledge of these values is of practical importance, too, as the primary
aim of our investigations was to bring about an increase in the rate of heat
destruction by using chemical agents, or, in other words, to use some chemical
agent or agents instead of raising the temperature. This means at the same
time that, in practice, only such chemicals deserve attention which — even
in low concentrations — are capable to substitute rises of temperature of 10
to 20° C, i.e. such as will shorten the decimal reduction time to 1/15 or 1/220 its

original value.

Heat destruction of bacterial spores in the presence of chemical agents
Experiments at pH 7

First of all the decimal reduction time was determined repeatedly without
a chemical agent at 90° C. (In the following, the experiments are to be under-
stood to have been conducted at 90° C, unless otherwise stated.) The results
of experiments carried out on different days are shown in Fig. 6. The values
vary markedly, but without a definite trend. Of course, the D values calculated
from the time of appearance of the first negative tubes are usually lower than
those calculated from the averaged D, the means being : from the first negatives :
11,05 minutes, from the averaged D : 13,81 minutes. The difference is signi-

ficant (* = 2,62, degrees of freedom : 14 ; P = 0,02).
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D0 min.
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In Fig. 7 are shown the decimal reduction times, as determined from
the first negative data, in a phosphate buffer of pH = 7, at 90° C, and in the
presence of various chemical agents. It can be noted that in many a case the
D values obtained with chemical agents are lower than those of the control,
but this is not invariably so. Even where this appears to be a regular feature
(in the presence of CPB), the mean decimal reduction times obtained with
the chemical agent (ignoring the concentration of CPB) is only 1,6 times shorter

than that for the control. Since log Qw = 1,165 corresponds to a 10° C rise

) 0,204x10
in temperature, log 1,6 = 0,204 must correspond to = 1,75° C. Thus,

1

CPB is capable of substituting an increase in temperature of only 1,8° C, which
is not a serious advantage from the point of view of commercial sterilisation.

Experiments at pH < 6

Being aware of the fact that pH 7 creates the most unfavourable basis
for the action of the chemical agents tested — owing, first of all, to a strong

dissociation of weakly acid substances, — attempts were made to reproduce the
experiments at lower pH values. Two media were given a trial in this work. «
One of them was the buffered green pea extract which was more acid, but
othervise identical with the one described, the other was a filtered juice of
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a commercial brand of tinned green peas. (NaCl: 1,05%, refr. 4,9 to 5,1.)
Originally, both had a pH around 6, but the addition of certain substances
caused a marked deviation from this pH value. The experimental procedure
was identical with that used in the other experiments, even the filling-up after
heat treatment was made with the buffered pH 7 medium (Fig. 8). The insufficient
number of decimal reduction times for 90° C does not yet permit us to draw
any definite conclusions. Nevertheless, the values appear to indicate that the
chemical agents were not more effective at pH 6 than at pH 7. In any case,
reduction of the pH to 6 does by itself cause some increase in the rate of
microbial destruction and this will be even more apparent in the range around
pH 4,5 (Table I11).

Table 111
No. of Deo values for different pHs
experlments pH 7 pH6 pH 54
| 11,30 8,80 3,53
2 5,93 9,90 3,53
3 11,70 6,60 5,30
4 11,85 7,26 5,30
5 8,80 5,45 —
6 13,70 — —
7 10,60 — —
8 14,50 — —
Mean : ... 11,05 7,60 4,42
Analysis of Variance
Sum of Degrees of Mean
squares freedom squares F F0.05 F0.01 FO0.001
Total 189,81 16 11,8
Between pH groups 122,69 2 61,34 12,8%**
Within pH groups 67,13 14 4,80
Between pH 7 and pH 6 36,53 1 36,53 7,6* 4,6 8,9
Between pH 6 and pH 4,5 22,57 1 22,57 4,7* 4,6 8,9
Between pH 7 and pH 4,5 117,31 1 117,31 24 5*** 8,9 1,71

It can be noted that between pH 7 and 6, as well as between pH 6 and
4,5 the difference is significant, that between pH 7 and 4,5 being very highly so.

It is obvious that the effect of pH should be subjected to further detailed
studies.

* = significant difference
**¢ = very highly significant difference
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Part 1I1.
The effect chemical agents upon the efficacy of heat treatment

In the second part of the investigations we examined whether, irrespective of a
potential effect upon heat destruction, heat treatment combined with the administration
of some chemical agent was, from the practical point of view, superior to simple heat treatment.

Material and methods

The method used was similar to what has been described for the previous series, except
that after heat treatment chemical action was not suspended by dilution, so that the growth-
inhibiting effect of the chemical agent was left to persist.

Fig. 9

Microorganisms tested

The microorganisms tested were : strain 195/2 of Bacillus cereus (from the culture used
in the first part of the experiments), as well as a mixture composed of this strain and a mixed
culture (No. 211) grown from decayed, frozen and thawed peas. This mixed strain was less
heat-resistant and consisted mainly of lactic acid bacteria (bacilli and cocci) and of a small
number of sporogenic anaerobic bacteria.

Heat treatment

The filtered juice of tinned green peas (pH = 5,8 to 6,0, sodium chloride : 1,0 to 1,2
per cent) was distributed into test tubes in 2 ml portions and sterilised. The chemical agents
were added to reach the adequate concentration then the tubes were inoculated with the test
microbes, to reach an initial count of about 108 per ml of suspension. Subsequently the tubes
were exposed to 90° C by submerging in the glycerol bath. Five tubes were taken out at a time,
rapidly cooled, placed immediately into an incubator and kept there at 28° C for 10 days.

Chemical agents tested

The following chemical agents were tested: dehydroacetic acid (DHA), laevulinic
acid (LEV), sodium salicylate (SAL), sodium benzoate (BEN), cetylpyridinium bromide
(CPB).

Results

The results of the experiments may be summarized as follows (Fig. 9).
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Experiments rvith pure bacterial cultures

It can be noted that the chemical-free control suspension (fcj) of the spore
of the pure culture of Bacillus cereus (195/2) required 53-minute heat treatment
for the microbial count being reduced to around 10°. At the same time the
samples exhibited no growth in the presence of 0,2 per cent dehydroacetic
acid, 0,2 per cent laevulinic acid and 0,2 per cent sodium salicylate, respectively,
even without heat treatment.

Experiments with mixed bacterial cultures

The suspensions consisting of a mixture of strains 195/2 and 211 required
less than 10 minutes of heat treatment in the presence of 0,2 per cent dehydro-
acetic acid, 0,2 per cent laevulinic acid and 0,2 per cent sodium salicylate,
respectively, in contrast with the chemical-free control (fc2, which required
a 70-minute exposure to heat. In the presence of 0,2 per cent benzoate, destruction
time was reduced to 40 minutes only.

Discussion and summary

A comparison of parts | and Il of the experimental investigations
described permits the following conclusions to be drawn. The chemical agents
tested did not appreciably accelerate the rate of destruction by heat of the
spores of the aerobic bacterial strain (Bacillus cereus) most often used. This
is valid for media of pH 7, and most probably for lower pH values (6 or less)
as well. Further data should, however, be accumulated and evaluated statisti-
cally before anything final can be stated in this respect. Especially the anti-
biotics should be subjected to more extensive testing.

If chemical action was not limited to the period of heat treatment, but
was allowed to persist after heating, several compounds proved to increase
the efficacy of heat treatment.

Combined treatment applied to mixed cultures obviously inhibits germi-
nation occurring after heating of heat-resistant spores while organisms not
resistant are killed by heat. It is also possible that heat treatment as a sub-
lethal effect brought about germination of spores so that subsequently the
chemical agents acted not on the spores but on the vegetative forms.

In media free from chemical agents changes in pH had a marked effect
upon the heat tolerance of microbes.

It appears desirable that further, more potent compounds should be
tested, according to the criteria described.
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oA wWNE

MMBENb CMOP BAKTEPWW MO4 BO3LEWCTBMEM TEM/OTbI
B MPUCYTCTBUN XNMUKATOB

K. Baw wn I'. MMpocT

Pestome

ABTOpbI CTapasMcb MNOCPEACTBOM Pa3/IMUHbIX XMMUKATOB W aHTUBUOTUKOB MOBbICUTH
CKOPOCTb rmbenn crnop 6aKTepwuii, HacTynatowleri noj BO3f4eNcTBMEM TensoTbl. BospgelicTBue
Ha TenIOCTOMKOCTb TOMIbKO B TOM C/ilyyae cyuMTaeTcs 3(PeKTUBHBLIM, eCfiM CNOCO6HO 3aMeHUTb
noBbllLeHVe TemnepaTypbl paBHoe 10—20 C°. Ha ocHOBaHMM aHann3a KpuBbIX rnbenn nog
BO3feNCTBMEM Tensa, MOCTPOEeHHbIX B pe3ysibTaTe OMbITOB, NPOBEAEHHbIX B NPUCYTCTBUW OeH-
30MHO, CanMUWIOBOMA, AermApOyKCYCHOM M NEeBYIMHOBOM KWUCMNOT, METWIOBOro acupa napa-
OKCWOEH30MHOM KMWCMOTbI, HUTpaTa Kanus, 6poMuga UeTuna U NUPUAMHA, MEeHULUNINHA,
CTPENTOMULMHE, K/IOPOMULETMHA W aypeMULMHE, a Takxe U 6e3 NpYMeHeHUs XMMUKaToB
[onpegeneHne BpemeHW, HEOGXOAMMOrO ANS COKpauweHus ymcna cnop go 0,1 (3HaueHume-!)),
Ko3a(hhuupmeHTa TennoTbl MW TEMI0BOW XapaKTepucTuku (/<)], aBTopbl yCTaHOBWUAW, YTO B AaH-
HbIX CAy4Yasx 3HaunTeNlbHOe MOHWKEHWE BPEMEHW, HEeOOXO0AMMOr0o ANA COKpaLleHWs 4ucna
cnop o 0,1 nocpeaCcTBOM XMMUKATOB He 0Ka3asiocb BO3MOXHbIM. Bo3gelicTBue Havnbonee agdek-
TUBHOIO XMMMKaTa He 0Kasasniocb BOMOXHbIM. BosgeiicTBue Halibonee apdeKTMBHOMO XMMU-
KaTa 6bl/I0 9KBUB&/IEHTHO TOMIbKO 1- 2 rpagycHOMY MOBbILLIEHWIO TemnepaTypbl. MccnegosaHus,
NpoBefieHHble B cpefie C PH = 7 M MOBTOPeHHbIe B cpejax ¢ pH = 6 M pH = 4,5, nokasbIBaloT,
UYTO XMMUKaTbl HE OKa3bIBalOT 3HAYMTENIbHOIO BAWSHMA Ha Ten/I0CTOMKOCTb Cnop. Bo BCSAKOM
Cny4vae CHWXEHMe PH YXe M caMo Co60l 3HauMTeNlbHO CHMXKANo TensjoCTOMKOCTb Crop.

Ha ocHoBaHMW BbIlLeyKa3aHHOI0 MOXHO YCTaHOBWUTb, YTO YCMelUHble pe3ynbTaTbl Tep-
M006paboTKN, KOMOMHUPOBAHHOM C MPUMEHEHVEM XUMWKATOB, JOCTUralOTCA He Mof BO3fen-
CTBMEM XMMWKATOB Ha TennaoCTOMKOCTb, & SABASAKTCA MOCNEACTBMEM KaKUX-HUOYAb APYrUX
NPUYYH, Kak, HanpviMep, TOPMOXEHUSA MpopacTaHUs Cnop WM OKasblBaeMOro TepmoobpaboT-
KOl Ccy6/eTaslbHOro BO3AeACTBMSA.
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Zu der chemotherapeutischen Bek&mpfung der durch Bruzellen verur-
sachten Infektionen wurden sowohl auf dem Gebiete der Humantherapeutik
als auch in der Veterindrmedizin, sowohl auf grundsatzlicher Basis als auch
in vitro zahlreiche Versuche ausgefuhrt.

Laut Versuche in vitro Uben auf Brucella abortus Trypaflavin in einer
Konzentration von 1:1000 000 [1], Rivanol in einer Konzentration von
1:40 000 [2], nach anderen Forschem in einer solchen von 1:200 000 [3],
Pyozyanin in einer Konzentration von 1:1000 000 [4], Sulfanylamid und
p.p'-Dioxy-diphenylsulfid in einer Konzentration von 1:1000 [5], Sulfathiazol
[6], Sulfapyridin [7] 1:800, 2-Methyl 1,4-naphtochinon in einer Konzen-
tration von 1:200 000—1 :800 000 [8], Patulin und sein Thiosemikarbazon
in einer Konzentration von 1:20 000 [3] und Hydrochinon in einer Konzen-
tration von 1 :8000 [3] eine bakteriostatische Wirkung aus.

Die experimentelle Bruzellose vom Meerschweinchen konnte dagegen
durch Thionin, Collargol, Germanin [9] und Ultraseptyl [10] nicht glnstig
beeinflusst werden.

Zur Behandlung von humanen Brucella-Infektionen wurden Versuche
mit Trypaflavin [11, 12, 13], Thionin [14], Neosalvarsan, Lopion [15, 16, 17],
Prontosil [18, 19], Sulfanylamid [20, 21] Sulfapyridin [22] durchgefihrt;
keines dieser Pharmaka zeigte jedoch eine befriedigende therapeutische Wirkung.

Die Behandlung von naturlichen Brucella-Infektionen bei Tieren wurde
mit Akriflavin, Proflavin, Guajacol, Formalin [23], Kreolin [24], Phenol [25,
26, 27], Trypanblau [28, 29], Resorzin, Chinin [30], Mercurochrom [31],
Prontosil, Sulfanylamid [7, 32] versucht. Alle diese Experimente erbrachten
im allgemeinen ein negatives Ergebnis.

In den letzten Jahren wurde es bekannt, dass einige Antibiotika auf
verschiedene Brucella-Stamme sowohl in vitro als auch in vivo eine stark ent-
wicklungshemmende Wirkung austben. Chloromycetin wirkt selbst in einer

* Vortrag gehalten auf der Sitzung vom 26. September 1953. der Ungarischen Mikro-
biologischen Gesellschaft in Budapest.
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Konzentration von 1 :500 000 bakteriostatisch auf Brucella a6ortus[33]. Eine
gleiche Wirkung konnte auch bei Aureomycin beobachtet werden. Streptomycin
vermag in einer Konzentration von 1 :75 000, Aerosporin in einer solchen von
1:750 000 [34], Polymixin in einer Konzentration von 1:75 000—1 :2 000 000
[35] die Entwicklung der Brucella-Stdmme zu hemmen. Diese Antibiotika
erwiesen sich auch zur Heilung menschlicher Brucella-Infektionen als hervorra-
gend geeignet. Wegen ihres hohen Preises und der Grosse der notwendigen
Dosen konnten sie dagegen in der Veterindrmedizin keine ausgedehnte Ver-
breitung finden, so dass die Entdeckung von verhéltnismassig billigen, synthe-
tisch herstellbaren chemischen Verbindungen, die eine therapeutische Wirkung
gegenuber den tierischen Brucella-Infektionen aufweisen, als eine von Tag
vordringlichere Aufgabe erscheint. Das Auffinden solcher Verbindungen ist
nicht nur deswegen notwendig und dringend, weil die Quelle der menschlichen
Brucella-Infektionen fast immer das Tier ist und mit der erfolgreichen Bekdmp-
fung oder Einschrankung der Bruzellose bei Tieren auch die humanen Brucella-
Infektionen seltener wirden, sondern auch deswegen, weil die Bruzellose gegen-
wartig eine der am weitesten verbreiteten Tierinfektionen ist und das durch
sie hervorgerufene Verkalben eine der den grdssten wirtschaftlichen Schaden
verursachenden Tierkrankheiten darstellt.

Aus diesem Grunde wurden systematische chemotherapeutische Unter-
suchungen vorgenommen, Uber deren bisherigen Ergebnisse im nachstehenden
berichtet werden soll.

Methodik

Die untersuchten Verbindungen wurden zum groéssten Teil von uns selbst auf Grund
der in der chemischen Fachliteratur angegebenen Methoden hergestellt (einige wurden erst-
mals von uns synthetisiert), der Rest stand in Form von Handelsprodukten in der Reinheit
pro analysi zur Verfugung.

Die Untersuchung der bakteriostatischen Wirkung erfolgte in einer 2% Dextrose ent-
haltenden Normalbouillon gegeniiber dem international verwendeten Stamm «B9» von Brucella
abortus bei Anwendung von Verdinnungsreihen der betreffenden Verbindung.

Die Verdinnungsreihen wurden derart hergestellt, dass aus einer 2%igen alkoholischen
(oder wassrigen) sterilen Losung der einzelnen Verbindungen 0,1 ml (oder 0,05 ml) zu 5 ml
sterilem Nahrboden hinzugefuigt und aus den so gewonnenen, eine Konzentration von 1 : 2500
oder 1:5000) aufweisenden Ld&sungen 0,5, 0,25, 0,1 und 0,05 ml in 5 ml sterilen Nahrboden
enthaltende Reagenzglaser bei Einhaltung der Sterilitatsvorschriften eingemessen wurden.
Auf diese Weise erhielt man in den einzelnen Reagenzglasern Verdinnungen von 1 :25 000,
1:50000, 1:125000 1:250000 (bzw. 1:500 000) der zu untersuchenden Verbindung.

Danach wurde der Inhalt der Reagensglaser mit je einem Tropfen einer viertagigen,
in einer dextrosehaltigen Bouillon gezlichteten Kultur des Brucella abortus «11,»-Stumines
mit Hilfe einer Pasteurschen Kapillare beimpft und die Glaser im Thermostaten bei 37° C inku-
biert. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte nach 4 Tagen mit dem blossen Auge, auf Grund
eines Vergleiches der Turbiditat mit den Kontrollen. Als bakteriostatisch wurde jene Konzen-
tration der untersuchtenVerbindungen angesehen, bei der sich nach Ablauf der Inkubationszeit
— bei der angewandten Versuchsmethode — kein Wachstum der Bakterien mehr zeigte.

Mit jeder Konzentration jeder Verbindung wurden innerhalb einer Versuchsreihe stets
drei Parallelversuche angesetzt, wobei jede Versuchsreihe 3- bis 5mal wiederholt wurde. Jede
hier mitgeteilte Angabe beruht also auf dem Ergebnis von 9 bis 15 Beobachtungen. Die Zahlen-
werte der bei der Ablesung der Ergebnisse erhaltenen bakteriostatischen Grenzverdiinnungen
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(sowie auch die der innerhalb einer Versuchsreihe ausgefiihrten Paralleversuche), die beim
wiederholten Ansetzen der einzelnen Versuchsreihen gewonnen wurden, stimmten abgesehen
von einer minimalen Schwankung stets miteinander Gberein.

Der zur Lésung der Verdunnungen benutzte Alkohol Gbte — wie die nur mit Alkohol
ausgefiihrten Kontrollversuche bewiesen — in den bei diesen Versuchen angewandten Konzen-
trationen auf den Brucella abortus-Stamm «B%» Uberhaupt keine bakteriostatische Wirkung
aus, er beeinflusste demnach auch nicht die Ergebnisse.

Ergebnisse
Die untersuchten Verbindungen werden — in entsprechende Gruppen
zusammengefasst — in den nachstehenden Tabellen vorgefuhrt, wobei auch

stets ihre fir den Brucella abortus «B%»-Stamm bakteriostatische Grenzver-
dinnung angegeben wird.

Lfd. . Bakteriostatische
N Verbindung Grenzverdiinnung

1. Phenolderivate

6. 2,4-Dibrom-6-methyl-phenol ... 1:250 000

7. 2,6-Dibrom-4-methyl-phenol ... e 1:250 000

8. 2,4,6-Tribrom-phenol.......ccciiiiiiiiice e 1:250 000
11. 1:250 000
12, Tetrabrom-pyrckateChin.......coiiiiiii e i 1:250 000
15. 4-4’-Dioxy-l,I’-dinaphthyl... 1:50 000
16. 2,2’-Dioxy-l,I’-dinaphthyl............. 1:50 000
17.  2,2-Dioxy-l,I’-dinaphthyl-methan... 1:250 000
19. 1-Diathylamino-methyl-2-naphthol................. 1:250 000
21.  8-Oxy-chinolin (= Oxin).... 1:125 000
22.  5-Chlor-7-jod-8-oxy-chinolin (= Vioform) 1 :500 000
24.  4-Phenylazo-phenol ... e 1:125 000

I1. Nitrophenole
34.  2,4-Dinitro-6-methylphenol ... 1:50 000
41.  2,4-Dinitro-lI-naphthol........cc.ccccoeviernnnen. e . 1:50 000
I11. Nitrosoverbindungen
44.  2,6-Dinitroso-4-hexyl-reSOrCin ......cccccovviieirieissrinesiee s sessesssesens 1:50 000
45.  I-Nitroso-2-naphthol.................... 1:125 000
46. 4-Nitroso-dimethyl-anilin..... 1:125 000
47.  4-Nitroso-diathyl-anilin ....... 1:50 000
49.  N-Nitroso-diphenylamin.......cocccooiiiiiineinee e 1:50 000
1V. Chinone
51.  1,4-NaphthoChiNON. ... s 1:50 000
52. 2-Methyl-l,4-naphthochinon. 1:125 000
53. Vitaplex K «Chinoin» ............. 1:50 000
56. 2,3-Dichlor-1,4-naphthochinon.......cccccociet i 1:50 000
V. Ungeséttigte Ketone

58.  BenzalaCetOPheNON .......cccccciiiiiiiiiiiieee et 1:50 000
59.  FUurfuralacetophenON.. ..o 1:50 000

-4 Acta Mordbiologica IT 3
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Lfd. Verbind Bakteriostatische
Nr. eroindung > Grenzverdiinnung

VI. Hydroxylaminderivate

71. 1: 125 000
72. 1:125 000
85.  F Urfurol-phenylnydrazon.........c. e 1:50 000
86. 5-Nitrofurfurol-phenylhydrazon ............cc....... 1:50 000
88. 2-Oxy-5-methyl-benzaldehyd-phenylhydrazon. 1:50000
94.  5-Nitrofurfurol-p-nitrophenylhydrazon .........ccccoeviveiiiicccicscce e 1:50 000
99. 1:50 000
100. 1-Rhamnosazon 1. 50 000
V1. Basische Verbindungen
115.  4,4’-Diphenyl-N,N1-bis-diguanidin-chlorhydrat .........ccccocoeviinnnnnnns 1:50 000
119.  Bis-(/I-benzoyl-&thyl)-methylamin-chlorhydrat... 1:50 000
120.  Tri-(/?-benzoyl-&thyl)-arnin-chlorhydrat................ 1:50 000
122.  |-Methyl-3-benzoyl-4-hydroxy-4-phenyl-piperidin..........cccccocviiinnnnnne 1:50 000
123.  I-Methyl-I-athyl-3-benzoyl-4-hydroxy-4-pbenyl-piperidinium- &thyl-
SUITAL ettt ee et nren 1: 125 000
138.  3,6-Diammo-10-methyl-akridinium-chlorid (— Trypaflavin) 1: 1000 000
139.  3,6-Di-thiokarbamido-10-methyl-akridinium-rhodamd ........... 1: 250 000
140.  3,6-Di-(NXdiguanidino)-10-methyl-akridinium-clilorid ...........cccccocvvrunne. 1: 125000
141.  3,4-5,6-Di-(6’-m.ethyl-pyridino-2’3’,)-10-methyl-akridinium-chlorid......... 1:50 000
142.  2-Athoxy-6,9-diamino-akridinlaktat (— Rivanol)...........icnnne. 1: 125 000
VIII. Farbstoffe
145. Gentianviolett 1500 000
146,  KEIStAlIVIOIETE....cuciiiccece e 1:500 000
147, VIKEOriablau. ..o 1:125 000
148. 1:1000 000
149. 1:500 000
150, SAFFANIN .. 1 :50 000
151. Nilblau.............. 1:50 000
152. Methylenblau .. 1 :50 000
153.  Toluidinblau .... 1:250 000
154, THIOMIN oo ettt a e asenters 1 :50 000
IX. Andere Verbindungen
174, 1-Nitroso-2-naphtol-KUupfer........ceese s 1:125 000
175. Kalium-methyldithiocarbamat . 1 :500 000
176.  Zink-methyldithiocarbamat........... 1 :500 000
177. Kupfer-methyldithiocarbamat..........ccccooveiiiinniinnsciece e 1:250 000
178. Kobalt-methyldithiocarbamat..........cccoccoviivveiincciice s 1:50 000
179.  Kalium-diathyldithiocarbamat ............ccccovmiiiieicieee e 1:50 000
180. Zink-diathyldithiocarbamat....... 1:250 000
182. Zink-athylxanthogenat.... 1:250 000
183.  Kupfer-athylxanthogenat...........ccovvriiiieciiiseecss e 1:125 000

Folgende Verbindungen erwiesen sich selbst in einer Verdinnung von
1 :50 000 nicht als bakteriostatisch :

Phenolderivate ; Hydrochinon, 4-Methylamino-phenol, 4-Chlorphenol,
4-Brom-plienol, 2,4-Dichlor-phenol, 2-1so-propyl-5-methyl-phenol (= Thymol),
4-Oxy-3-methoxy-henzaldehyd (= Vanillin), 1-Naphtol, 2-Naphtol, 2-Oxy-I-
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naphtaldehyd, 9-Anthron, 2,2’-Dioxy-l,I'-diphenyl-disulfid, 5-Phenylazo-2-
oxy-benzoesdure, 4-Phenylazo-resorcin, 2-Phenylazo-4-methyl-phenol, 2-phe-
nylazo-4-methyl-phenol-4'-Sulfonsédure, 4,4'-Tetrazo-diphenyl-bis-(2-oxy-benzoe-
saure-5) (= Chrisamin), [|-Phenylazo-2-naphtol, 4-Phenylazo-l-naphtol.

Nitrophenole : 4-Nitrophenol, 2,4-Dinitrophenol, 2,6-Dinitro-4-methyl-
phenol, 2, 4, 6-Trinitro-phenol (= Pikrinsdure), 2,4-Dinitro-6-cblor-phenol,
2,6-Dinitro-4-chlor-phenol, 2,4-Dinitro-resorcin, 3,5-Dinitro-2-oxy-benzoeséure.

Nitrosoverbindungen : 4-Nitroso-phenol, 2,4-Dinitroso-resorcin, 3-Nitroso-
4-dimethylamino-benzaldehyd.

Chinone : 1,4-Benzochinon, Tetrachlor-l,4-benzochinon, Trichlor-tolu-
chinon, 2,5-Di-(2'-pyridil-)-3,6-dichlor-1,4-benzochinon.

Ungesattigte Ketone : Dibenzalaceton, Di-(4-dimethylaminobenzal)-aceton,
Dibenzalcyclohexanon, Difurfuralaceton, Santonin, Benzalacetophenon-dibro-
mid, Dibenzalaceton-tetrabromid.

Hydroxylaminderivate : Hydroxylamin-cblorhydrat, Furfuroloxim,
5-Nitrofurfurol-oxim.

Hydrazinderivate : Hydrazin, Furan-a-karbonsaure-hydrazid, lsonikotin-
sdure-hydrazid, 2-Phenyl-chinolin-4-karbonséure-hydrazid, 2-Phenyl-chinolin-
4-karbonsaure-phenylhydrazid, Phthalsdure-hydrazid, Maleinsdure-phenylhyd-
razid, N,N'-Diphenyl-N"-ammo-guanidin, N 1-Pbenylamino-diguanidin-chlor-
hydrat, 4-Phenyl-thiosemikarbazid, 4-Acetylamino-benzaldehydthiosemikarba-
zon (= Thiomicid), Benzaldehyd-phenylhydrazon, 4-Dimethylamino-benzal-
dehyd-phenylhydrazon, 4-Acetylamino-acetopbenon-phenylbydrazon, 2-Oxy-I-
naphtaldehyd-phenylhydrazon, Acetessigester-phenylhydrazon, Benzaldehyd-
p-nitro-phenylhydrazon, 4-Dimethylamino-benzaldehyd-p-nitrophenyl-hydra-
zon, Furfurol-p-nitrophenylhydrazon, Furoin-p-nitro-phenylhydrazon, Furyl-
p-nitrophenylhydrazon, d-Glukosazon, d-Galaktosazon, Benzaldazin, 4,4'-Bis-
dimethylamino-benzaldazin, Acetophenon-azin, 4-Acetylamino-acetophenon-
azin, Furfuraldazin, 5,5’-Dinitro-furfuraldazin, Furoin-azin, 2,2'-Dioxy-
5,5'-dimethyl-benzaldazin, 2,2'-dioxy-l,I'-naphtaldazin.

Basische Verbindungen : 4-Amino-azobenzol-chlorhydrat, N,N'-Diphenyl-
guanidin, N,N'-Di-(4-didthylamino-phenyl-)thiokarbamid, N 1-Phenyl-diguani-
din-chlorhydrat, p-Phenylen-N1,N 1-bis-diguanidin-chlorhydrat, 4-Aminobenzoe-
séure-jS-diathylamino-athylester-chlorhydrat (= Novocain), 4-Butylaminoben-
zoesdure -B -dimethylamino - &thylester-chlorhydrat (= Pantocain), /3-Diathyl-
amino-propiophenon, 2,6-Bis-(didthylamino-methyl)-cyclohexanon-(i), 1-Phenyl-
-2,5-dimethyl-l1,4-dihydro-pyrazin, I-Furfuryl-2- a-furyl-benzimidazol, 11-(5'-Nit-
rofurfuryl)--2-(5'-nitro(-a-furyl)-benzimidazol, I-Benzyl-2-phenyl-benzimidazol,
2-Methyl-benzimidazol, 2-n-Amyl-benzimidazol, 1,5-Diphenyl-3-styryl-pyrazolin-
(4,5), 5-Phenyl-3,4-(3'-benzal-hexahydro-benzo-1*,2'(-pyrazolin(4,5), 1,5-Diphe-
nyl-3,4-(3'-benzal-hexahydro-benzo-1'2")-pyrazolin-(4,5), 2,2'-Dipyridil, 2 -Me-
thyl-6 -amino-chinolin, Chinin-chlorhydrat, Optochin-chlor-hydrat, Triphenyl-

4%
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tetrazolium-chlorid, 2-Methoxy-6-clilor-9 -(a-didthylamino-y-pentylamino)- akri-
din-dichlorhydrat (= Atebrin).

Farbstoffe : Fuchsin, Pyronin, Methylgrin, Trypanblau, Neutralrot.

Andere Verbindungen : Furan-a-karbonsaure, Furfuryl-alkohol, Furfu-
rol, Benzaldehyd, Furoin, 2,4,6-Tribrom-anilin, 2,6-Dibrom-4-nitro-anilin,
3,5-Dibrom-nitrobenzol, N-Phenyl-maleinimid, N-Phenyl-phthalimid, Isatin,
1,3-Diketohydrinden, Di-(4-oxycumarinyl)essigsdure-athylester (= Pelentan),
2-Merkapto-4-phenyl-thiadiazolin-(4,5)-kalium, Kalium-&thylxanthogenat.

Diskussion

Im Laufe der durchgefiihrten Untersuchungen erwiesen sich Trypaflavin
und Malachitgrin als die am starksten (1 : 1000 000) bakteriostatisch wirk-
samen Mittel gegeniiber dem Br. abortus-Stamm «B9». Allerdings ubt Trypa-
flavin nach auslandischen Verfassern [11, 12, 13, 23] trotz seiner grossen
bakteriostatischen Wirkung in vitro weder auf die menschliche noch auf die
tierische Bruzellose eine therapeutische Wirkung aus. Da das Malachitgrin viel
toxischer als das Trypaflavin ist, durfte es nicht wahrscheinlich sein, dass
es bei Brucella-Infektionen eine therapeutische Wirkung aufweist. Dasselbe
gilt auch fur die Ubrigen, als stark wirksam gefundenen organischen Farbstoffe,
wie Gentianviolett, Kristallviolett, Brillantgrin und Toluidinblau.

Verschiedene Halogenphenole erwiesen sich in vitro noch in einer Ver-
diinnung von 1 :250 000 als bakteriostatisch, doch ist von den Phenolderivaten
bekannt, dass sie sich in vivo rasch inaktivieren — teils infolge ihrer Bindung
an die Plasmaeiweisse und teils infolge ihrer Verknipfung mit Glukuronséure
oder Schwefelsdure und ihrer nachfolgenden schnellen Ausscheidung aus dem
Organismus. Therapeutische Erfolge darf man also von ihnen nicht erwarten.

Die Dithiokarbamate und die Xanthogenate, sowie einige ihrer Schwer-
metallsalze zeigten unter den angewandten Versuchsverhéltnissen dem Br. abor-
tus-Stamm «B%%» gegenlber in vitro bei einer Verdinnung von 1:250 000—
—1 :500 000 eine bakteriostatische Wirkung. Im Laufe vorhergehender Toxizi-
tatsversuche hatte sich ihre Toxizitdt an verschiedenen Laboratoriumstieren
(Ratten, Mausen, Meerschweinchen) und Haustieren (Huhn, Schwein, Rind,
Schaf) als verhé&ltnismassig niedrig erwiesen ; ihre bakteriostatische Wirkung
wird von Blutserum oder Formelementen nicht verringert. Aus diesem Grunde
wurde nun die Untersuchung ihrer Wirkung auf die experimentelle Bruzellose
bei verschiedenen Laboratoriumstieren beschlossen und in Angriff genommen.

Zusammenfassung

1. Es wurde die bakteriostatische Wirkung von 183 Verbindungen auf
den international benutzten Brucella-abortus-Stamm «B%» in vitro in einer 2%
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Dextrose enthaltenden Normalbouillon bei Anwendung von Verdinnungs-
reihenuntersucht (Konzentrationenvon 1:25 000—1: 500 000 bzw. 1:1 000 000).

2. Fur therapeutische Versuche scheinen sich von den untersuchten
Verbindungen am besten die Dithiokarbamate und die Xanthogenate sowie
deren Schwermetallsalze zu eignen : sie sind noch in einer Konzentration von
1:250 000—1 :500 000 bakteriostatisch, ihre Wirkung wird weder vom Blut-
serum noch von Formelementen verringert und ihre Toxizitdt ist niedrig.
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OMbITHbLIE AAHHBIE MO XEMOTEPAMMNW BPYLUENNES3A I
3. EHem n T. XonbHan

Pesome

1. ABTOpbl uccnefoBanu in vitro 6akTepuocTaTuyeckoe fdeicteve 183 XUMUYECKMX
COEIMHEHU, OTHocAWMXCA K 10 rpynnam COeAMHEHWR, Ha MNPUMEHSIEMbIA MeXAYyHapOoAHO
wrtamm Br. abortus »B®. MccnegosaHne Npov3BoAMI0CL B HOPMasibHOM 6Y/ibOHe, CofepiKallemM
2% [eKCTPOo3bl, C MOMOLLbI0O MeToAa CcepuiiHbIX pasBeaeHuid. (KoHueHTpaumn: 1 :25000
-1 :500000 wwm 1:1 000 000.)

2. Ana TepaneBTMYECKUX 3KCMEPUMEHTOB W3 WCCMefOBaHHbIX COeAUHeHWI Haumbornee
X0opoLumre pesy/bTaTbl 06eLal0T AuTHOKapbamaTbl, KCAHTOreHaTbl, & Takxke X TSXKeNble Conu ;
B KOHUeHTpauum 1:250 000 —1 : 500 000 okasblBalOT 6aKTepmocTaTUYecKoe AENCTBUE ; CbIBO-
POTKM W (DOPMEHHbIE 3/1IEMEHTbI He 0CNabnAalT 3TOro AeACTBUA. TOKCUYHOCTb WX SABNSETCA



UNTERSUCHUNGEN UBER DIE WECHSELWIRKUNG
NICHTANTIBIOTISCHER PILZE UND BAKTERIEN

Von
J. SINKOVICS
Staatliches Institut fiir Volksgesundheitswesen, Budapest

(Eingegangen am 19. Juni 1954.)

Die Untersuchung tUber die Wechselwirkung von Pilzen niedriger Ordnung
und Bakterien gewdhrt uns einen Einblick in den Kampf, der seit Jahrmillionen
in der Natur vor sich geht und dessen Ausgang in zahllosen Variationen vor
uns erscheint. Diesbezligliche Forschungen hédngen eng mit der Frage der Her-
kunft antibiotischer Stoffe zusammen. Imschenezki [4] stellte im Jahre 1947
fest, dass jene theoretischen Arbeiten, die sich mit der Herkunft der Antibiotika
befassen, in der Literatur sozusagen vollkommen fehlen : es wurde nicht ent-
schieden, ob diese Stoffe Stoffwechselprodukte von Bakterien und Pilzen sind,
oder Mittel im Kampfe ums Dasein, die sich im Laufe der Evolution ausbildeten
bzw. ausbilden. Nach Waksman [20] z. B. ist das Penicillin unter natirlichen
Verhaltnissen dem Pilz jm Kampfe ums Dasein schwerlich von Nutzen. Dem-
gegentber nahmen Tokin [17] bzw. Gause [2] schon frihzeitig den Standpunkt
ein, dass die Antibiotika im Daseinskampf erworbene Stoffe sind. Zweifellos
ist, dass dieser Auffassung bisher nur sehr wenig Versuchsangaben zugrunde
liegen. In den letzten Jahren jedoch erreichten Streschinski [16] bzw. Wasilenko
[19], dass in der Mischkultur von B. subtilis und Pénicillium notatum der
erstere Mikroorganismus einen bis dahin unbekannten Stoff zu erzeugen begann,
der das Wachstum der Pilzfaden hemmte, bzw. dass aerobe Sporenbildende
Bazillen, mit Typhus- und Colibakterien zusammen gezichtet, durch Aus-
scheidung eines neuen antibiotischen Stoffes plotzlich das Wachstum der letzteren
zu hindern anfingen.

Die eigenen Untersuchungen gingen davon aus, dass es gelingen wird,
urspringlich nichtantibiotische Pilze durch serienweise Zusammenzichtung mit
Bakterien zu antibiotikumerzeugenden umzugestalten.

Versuchsinaterial und Methoden

Nichtantibiotische Pilz- und Bakterienstimme. — Die Untersuchungen wurden mit folgen-
den Mikroorganismen durchgefiihrt: naher nicht bestimmte Actinomyces (Corynebacterium),
Herkunft : menschliche Haut ; naher nicht bestimmte mauspathogene Nocardia, Herkunft :
Mauselunge ; naher nicht bestimmter Streptomyces, Herkunft : Gartenerde. Die approximative
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Bestimmung dieser Mikroorganismen erfolgte nach dem Manual of Determinative Bacteriology
[12]. Aspergillus niger, Mucor mucedo, ndher nicht bestimmtes Pénicillium, Herkunft:
menschlicher Speichel bzw. verunreinigten Nahrbdden. Botrytis cinerea, Epidermophyton
inguinale Sabouraud, naher nicht bestimmtes Sporotrichon, Trichophyton gypseum und
Trichothecium roseum, Herkunft: menschliche Haut. Diese Pilze wurden von Dr. P. Polgar
bestimmt, vor allem auf Grund ihrer Eigenarten, die sie bei Zichtung im hangenden
Tropfen aufwiesen. E. coli, Herkunft : menschliche Cysto-Pyelitis ; Staphylococcus aureus,
Herkunft : menschliche Furunkulose.

Antibiolikumbestimmungen. — Bei den Versuchen befassten wir uns lediglich mit Mikro-
organismen, die sich nicht als antibiotikumerzeugende erwiesen. Die Nahrflussigkeit von 1,2 und
5 Wochen alten Pilzkulturen und die Extrakte in physiologischer Kochsalzlésung derselben
verriebenen Kulturen wurden E. coli und Staph, aureus gegentibergestellt, auf Agarplatte
mit Zylindermethode, ferner in Bouillon mit Seriendilutionsmethode untersucht. Die Ziichtung
der Pilze und Aktinomyzeten erfolgte in 4% Dextrose enthaltender Bouillon ; Inkubation

auf Zimmertemperatur.

Versuchsergebnisse

In junge (7—I1Otéagige) Kulturen von Fadenpilzen, ferner von Actinomyces-
(Corynebacterium-), Streptomyces- und Nocardiastimmen wurden 0,05 ml der
24stundigen Bouillonkultur von E. coli bzw. Staph, aureus geimpft. Binnen
24—48 Stunden kam in samtlichen Kulturen diffuses Bakterienwachstum
zustande. Im Laufe der weiteren Inkubation jedoch stellte sich heraus, dass
das Wachstum der Actinomyces- (Gorynebacterium-), Nocardia-, Streptomyces-
und Epidermophyton inguinale-Kulturen stehen geblieben ist, ja, dass diese
Mikroorganismen selbst ihre Uberimpfbarkeit verloren haben. Unser Botrytis
cinerea-Stamm der bereits bei seiner Zichtung Staphylococcus mit sich trug,
erwies sich als mit E. coli zusammen zichtbar. Unser Mucor-Stamm verhielt
sich gegen die zwei Bakterien &hnlich. In der Kultur des Trichothecium roseum
wuchs der Staphylococcus besonders gut ; als die Nahrflussigkeit des Pilzes
mit Zylindermethode untersucht wurde, stellte sich heraus, dass sie irgendeinen
Anregungsstoff enthielt, da der Wuchs der Bakterien um den Zylinder in Form
eines Diffusionsringes viel starker war, als auf entfernteren Punkten des Nahr-
bodens. Derselbe Pilz vertrug auch E. coli in seiner Kultur. Demgegeniber
befreiten sich unsere Aspergillus-, Pénicillium-, Sporotrichon- und Trichophyton-
Stdmme in kurzer Zeit von den in ihre Kulturen geimpften Bakterien, trotzdem
sie am Anfang des Versuches, ebenso wie die anderen untersuchten Mikroorga-
nismen, keinerlei antibiotische Eigenschaften aufwiesen. Mit diesen letzteren
Pilzen befassten wir uns eingehender.

Den Gegenstand der Untersuchung bildete vor allem der Antibiotikum-
gehalt der N&hrflussigkeit der letzteren Gruppe in verschiedenen Zeitpunkten
der Zusammenzichtung mit den Bakterien. Es gelang jedoch weder in den
Nahrflussigkeiten noch in den Extrakten der verriebenen Pilzkulturen anti-
biotische Stoffe zu finden. Nachdem wurden die Nahrflissigkeiten darauf
untersucht, ob sich kein bisher latenter (symbiotischer) Bakteriophag in der
Mischkultur aktiviert h&tte. Aktiver Bakteriophag konnte in keinem einzigen
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Abb. 1—6. Spindelférmige und gigantische Zellen von E. coli im Sediment einer jungen Kultur
des Sporotrichon-Pilzes. 1600 : 1. Dubosg-Brasil-Bouin-Fixierung, Giemsa-Farbung.
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Fall in der Nahrfliussigkeit unserer, wahrend der Zusammenzichtung bakterien-
frei gewordenen Pilzstdmme nachgewiesen werden. Schliesslich wurden die
Néahrflussigkeiten so untersucht, dass wir sie nach Herausnahme der ober-
flachlichen Pilzkultur und Abzentrifugieren des Sediments bzw. nach Filtrieren,
mit den entsprechenden Bakterien impften. In diesen pilzfreien Nahrflissig-
keiten begann ein stdérungsloses Bakterienwachstum. — Die Dynamik der
antibakteriellen Wirkung der nichtantibiotischen Pilze gestaltete sich im Laufe
der Zusammenzichtung wie folgt. Die jungen Pilzkulturen wuchsen in Form
von oberflachlichem Belag. Wurden unter die Kultur Bakterien geimpft, so
vermehrten sich diese schnell und tribten den ganzen N&hrboden. In einigen
Tagen wurde aber der N&hrboden unter der Pilzkultur in einem schmalen
Streifen klar. Dieser Streifen wurde sodann von Tag zu Tag breiter, zugleich
wiesen die pilzfreien Bakterienkulturen noch diffuses Wachstum auf. Schliesslich
wurde die Bakterienkultur in Form von scheibenartigem Sediment auf den
Boden der Rohre zurickgedrangt und die Nahrflussigkeit wurde wieder voll-
kommen klar ; weder aus der verriebenen Pilzkultur noch aus der klar geworde-
nen Na&hrflussigkeit gelang es, Bakterienkulturen zu gewinnen. = Im Falle
von E. coli wiesen die ins Sediment gelangten Bakterienzellen besondere morpho-
logische Verdnderungen auf: neben spindelfdrmigen, gigantischen Zellen und
solchen von kérniger Struktur sind sich I6sende und in kleine Kdrner zerfal-
lende Bakterien ersichtlich (Abb. 1—10). Die Seitz EK-Filtrate des mit Pipette
herausgenommenen Bakteriensediments ergaben Kulturen die mit 5—10 Tage
Verzdgerung zu wachsen beginnen, in einer sehr geringen Anzahl der mit einem
Filtrat beimpften flussigen N&hrbdéden auch dann, wenn das Filtrieren mit
einem niedrigeren Vakuum als 30—40 Hgmm ausgefihrt und nur das in den
ersten 5 Minuten gewonnene Filtrat aufgefangen wurde. In den vom Sediment
solcher Kulturen hergestellten Ausstrichen sind Koérner und Kokkobazillen
verschiedener Grosse zu sehen (Abb. 11 —12). Bei weiterer Inkubation gestalteten
sich diese Kulturen in typische Reinkulturen von E. coli um. — Waéhrend
derselben Zeit bestanden die pilzfreien Colikulturen bereits aus vollkommen
regelméssigen Individuen ; Filtrierversuche wurden an den Kulturen nicht
durchgefihrt. Wurden hingegen flussige Nahrbdéden mit 3—4 vegetative Keime
enthaltenden hohen Verdinnungen dieser Kulturen geimpft, so erhielten
wir binnen 48 Stunden aus regelméssigen Individuen bestehende dicke
Reinkulturen.

Die Frage muss noch beantwortet werden, ob die nichtantibiotischen
Pilze ihre antibakteriellen Fahigkeiten im Laufe der Zusammenzichtung erwor-
ben haben. Unsere Erfahrung war, dass sich in jungen Pilzkulturen die Bakterien
fast immer vermehrten und mit dem Altern der Kulturen langsam ausstarben.
In altere Pilzkulturen geimpfte Bakterien hingegen wiesen selbst eine anfang-
liche Vermehrung nicht auf. In solchen Fallen kam es vor, dass, wenn man
von als bakterienfrei erscheinender Na&hrflussigkeit in pilzfreien N&hrboden
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Uberimpfte, Bakterienwachstmn begann. Wenn man jedoch von der Misch-
kultur die Pilze Uberimpfte, kamen im neuen N&hrboden folgende Verhéltnisse
zustande : die Na&hrflussigkeit des Sporotrichon-Pilzes erwies sich bezuglich
bei der Bakterien als steril; aus der N&hrflissigkeit des Trichophyton-Pilzes
konnte Staphylococcus nie, E. coli von Fall zu Fall geziichtet werden, sobald
aber die Pilzkultur alter wurde, wurde die N&hrflissigkeit colifrei ; &hnlich
verhielten sich unsere Pénicillium- und Aspergillus-Stamme. Die Pilzkulturen
wiederum Uberimpfend, erwiesen sich die Sporotrichon- und Trichophyton-

Abb. 7—10. Kleinkdrniger Zerfall und Lésung der Zellen von E. coli im Sediment einer jungen
Kultur des Sporotrichon-Pilzes. 1200 : 1. Dubosq-Brasil-Bouin-Fixierung, Giemsa-Farbung

kulturen als vollkommen bakterienfrei, die Aspergillus- und Penicilliumkulturen
aber nur vom Gesichtspunkt des Staphylococcus als steril ; es gelang jedoch
— obwohl die Flussigkeit der Pilzkulturen bakterienfrei schien —, E. coli von
diesen zu zichten. Die abgesonderte Nahrflissigkeit der bakterienfreien Pilze
enthielt auch diesmal keinen nachweisbaren antibiotischen Stoff.

Besprechung der Ergebnisse

Bei Pilzen die nachweisbar keinen antibiotischen Stoff erzeugen, wurde
ausgesprochene antibakterielle Wirkung wahrgenommen. Die Ursache dieser
Wirkung konnte weder in der Erschépfung der gemeinsamen Na&hrflussigkeit
noch im Aktivwerden eines symbiotischen Phags gefunden werden. So l&sst
sich die antibakterielle Wirkung lediglich durch einen an die Anwesenhe