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Podobnie jak wielu innych badaczy, staraliSmy sie réwniez wyizolo-
waé z probek bakteriofagi aktywne wobec mykobakterii.

Mimo doniesien o niemoznosci znalezienia mykobakteriofagéw w bez-
komdrkowych przesgczach probek ziemi nie poddanych zadnym wply-
wom [7] lub takich, ktére byly tylko inkubowane [4] prébowalismy sto-
sowat te metody ale rowniez bez powodzenia.

Jako podstawowg metode wzbogacania gleby zastosowaliSmy zmodyfi-
kowang technike Gardnera i Weisera [2]. WzbogaciliSmy probki ziemi
réoznymi mykobakteriami — jednorazowo i wielokrotnie, badaliSmy prze-
sgcze probek bez jakiegokolwiek dziatania, w kierunku aktywnosci litycz-
nej wobec mykobakterii zastosowanych do wzbogacania. Dla zwigkszenia
mozliwosci wykrycia fagow, wzbogacaliSmy probki réznymi szczepami.

W doswiadczeniu 10 prébek roéznej ziemi (ziemia ogrodowa, ziemia
spod upraw, ziemia le$na, ziemia z obor i kurnikéw, mutl rzeczny) wzbo-
gacano zawiesinami 30 szczep6w szybko rosngcych mykobakterii nalezg-
cych do 6 gatunkéw (Wykaz zastosowanych szczep6w). Przebieg doSwiad-
czenia, w ktérym byly otrzymane i badane 4 przesgcze przedstawiony jest
na ogélnym schemacie wzbogacania (rys. 1).

Przesgcze probek ziemi przed wzbogaceniem nie wykazywaty atywno-
Sci litycznej wobec zadnego ze szczepéw mykobakterii uzytych do wzbo-
gacania. Po wzbogaceniu, przesgcze wszystkich probek wykazywaly ak-
tywnosé lityczng wobec niektéorych mykobakterii uzytych do wzbogaca-
nia. Aktywno$¢ ta spowodowana byla dzialaniem bakteriofagow (tab. 1).

Sciste podobienstwo aktywnosci litycznej przesgczow probek pocho-
dzacych z réznych gleb traktowanych identycznie, nasuneto przypuszcze-
nie, ze pewne bakteriofagi s3 wspélne dla wszystkich przesaczow i ze do-
staty sie one do prébek wraz ze szczepami uzytymi do wzbogacania. Dla
Wwyjasnienia tego zagadnienia przeprowadzono inne doswiadczenie z jedng
tylko glebg z pierwszego do$wiadczenia pobrang z probki nr 4 tj. ziemiag
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Tabela 1
Aktywnos$¢ lityczna przesaczéw 10 prébek ziemi wzbogacanych jednocze$nie 30 szczepami myko-
bakterii wobec zastosownycah szczepow

nr probki ziemi

1 2 3 4 5 6 17 8 9 10

Szczep pratka

M. smegmatis
S.1

o -+ o -+ o (o} 0 o o o
S.2 o -+ o . o o o o o o
S.3 o o o + o o - + o o
S.4 o o o o o o o o o o
S5 o , = o + o o o o o o
M. phlei
P.1 + o + + <+ <+ 4 4+ 4+ +
P.2 + += + + + + + 4+ +
P.3 + = + + + + 4+ + 4+ &
P.4 + o + + + + - + + +
P.5 + o -+ + + + + + + +
M. vaccae
V.1 + + + + o o - ) + o
V.2 + = + + o o + o 4 o
V.3 + + 1+ + o o + o + o
V.4 + + o + ) o - — o
V.5 + + + + o o + o + o
M. borstelense
B.1 -+ . = + = + -+ + -1 -+ +
B.2 + o + + - +- -+ - 4 -
B.3 -} o + -+ + -+ 4~ + -+ +
B4 o o o o o o o o o o
B.5 o o o o o o o o o
M. diernhoferi
D.1 — D.5 o o o o o o o o o o
M. fortuitum
F.1—F.5 o o o o o o o o o o

ogrodowg. Wyniki tego doswiadczenia przedstawione sg w niniejszej
pracy.

Badanie przeprowadzono zgodnie z ogdlnym schematem wzbogacania.
Zastosowano 12-krotne wzbogacanie w odstepach tygodniowych; badano
3 przesacze kazdej probki. '

Probke ziemi o ciezarze ok. 1 kg ucierano na paste z dodatkiem row-
nej ilosci wody destylowanej. Calg objetos¢ tak zhomogenizowanej probki
rozdzielono ma 22 ré6wne porcje i umieszczono w 300 ml butelkach. Z tego
11 prébek sterylizowano w autoklawie w ciggu 2 godzin przy ciSnieniu
2 atm.

Zastosowano 11 zestawdw po 20 szczepéw szybko rosngcych mykobak-
terii, nalezgcych do 4 gatunkéw. Zgodnie ze schematem badan, kazdy ze-

16 — Atypowe mykobakterie
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staw wzbogacal jedng wyjsciowa i jedng wysterylizowang probke tej zie-
mi. Szczepy mykobakterii uzywano w tym samym zestawie jak to mialo
miejsce w poprzednim badaniu (wykaz zastosowanych szczepdw).

Wykaz zastosowanych szczepow

Kod Instytutu Naukowo-Badawczego

Gatunek pratka Szczep Borstel
(SN)
M. smegmatis S.1 SN 1
S.2 SN 2
S.3 SN 4
S4 SN 7
S5 SN 9
M. phlei P.1 SN 101
P.2 SN 102
P.3 SN 105
P4 SN 109
P.5 SN 110
M. vaccae V.1 SN 901
V.2 SN 902
V.3 SN 920
V.4 SN 951
V.5 SN 963
M. borstelense B.1 SN 281
B.2 SN 282
B.3 SN 283
B.4 SN 284
B.5 SN 285
M. diernhoferi D.1 —D.S SN 1401, 1402, 1411, 1412, 1420
M. fortuitum F.1 —F.5 SN 201, 202, 204, 207, 208

Wszystkie szczepy otrzymano z Naukowo-Badawczego Instytutu w
Borstel. Szczepy byly hodowane na skosach podloza UIT, przeszczepiane
w odstepach tygodniowych. Zawiesine (raczej gestg) szczepu wykonywano
w roztworze fizjologicznym soli kuchennej. Kazda proba wzbogacana
byla 10 ml mieszaniny zawierajgcej réwne ilosci odpowiednich szczepOw
pratkow.

Po 4, 8 i 12 tygodniach inkubacji w 32° pobierano 10 ml probki i sa-
czono je przez bakteriologiczne filtry szklane. Badano aktywnosc litycz-
ng przesaczé6w wobec szczepéw mykobakterii metoda ,,spotting” stosujac
technike dwuwarstwowego agaru. Badania wykonywano na ptytkach
Petriego. Technika dwuwarstwowego agaru byla modyfikacja metody
opisanej przez Gratia [3]. Uzyte podloze to bulion z dodatkiem 29/0 glice-
rolu, ktory w dolnej warstwie zawieral 2%, a w gornej 1% agaru.

Zaden z uzytych szczepéw mykobakterii nie byl lizogenny. Szczep
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M. smegmatis byl badany krzyzowo na lizogenno$é przy uzyciu zmody-
fikowanej metody Fiska [1].

Bezkomodrkowe przesgcze hodowli bulionowej i zawiesiny szczepow
ze stalego podloza byly nakraplane na powierzchnie dwuwarstwowego
agaru na plytkach. Zawiesine szczepu gospodarza dodawano do gornej
warstwy agaru. W ten sam sposéb badano szczepy M. vaccae. Wyniki
badan nie wskazywaly na lizogenno$¢ szczepéow M. smegmatis lub
M. vaccae (tab. 2 i 3).

Aktywnos¢ lityczng wszystkich przesgczéw stwierdzano juz w pierw-
szym badaniu jak réwniez po 4 wzbogaceniach i 4 tygodniach inkubacji.
Aktywno$¢ ta pozostala niezmieniona w ostatnich przesgczach po 12
wzbogaceniach i 12 tygodniach inkubacji.

Aktywnos¢ lityczna wszystkich przesgczéw byla spowodowana obec-
noscig bakteriofagéw. Eluaty z przejasnien uzyskanych na ptytkach aga-
rowych nakroplone ponownie pozwolily na otrzymanie pojedynczych
lysinek.

Wyniki badania przesgczéow wzbogacanych prébek metods ,,Spotting”’
przedstawiajg tabele 4—6.

Tabela 2
Testy krzyzowe wystgpowania lizogenii u szczepéw M. smegmatis

Nakraplano na:

przesacz hodowli bulionowej

Szczep zawiesing szczepu’ szczepu

S1 82 83 S4 S5 S1 S2 8S3 S4 S5

S.1 o o o o o o o o o o
2 o o o o [} o o o o o
S.3 o o o o o o o o o o
S.4 o o o 0 o o o 0o o o
S.5 o o o o o o ) o 0 o
Tabela 3
Testy krzyZzowe wystepowania lizogenii u szczepéw M. vaccae
N kraplano na:
L. przesacz bulinowej hodowli
Szczep . zawiesing szczepu , szezep
V.1 V2 V3 V4 V5 Vil V2 V3 V4 V5
V.1 o o o o o 0 o o o o
V.2 o o o o o o o o o o
V.3 o o 0 o o o o o o o
V.4 . o o o o o o o o o o
V.5 o o o o o o o o o o
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Tabela 5
Badanie aktywnosci litycznej prébek- wyjsciowych (N) oraz ich sterylizatow (A)
wzbogacanych pi¢cioma szczepami M. vaccae

Aktywnos$¢ lityczna przesgczow
Wzbogacano:
Probka g2 wobec:

Vi V2 V3 V4 V5 Vil V2 V3 V4 V5

7 N X X X X X + -+ + + -+
7 A o o o o o
Tabela 6

Badanie aktywnosci litycznych przesaczow prébek wyjsciowych (N) oraz ich ste-
rylizatow (A) wzbogacanych szczepami M. borstelense

Wb Aktywno$¢ lityczna przesaczow
zbogacano:
Probka _ g wobec:

B.1 B2 B3 B4 B5 Bl B2 B3 B4 BS5

8 N X X X X X + - o o o
8 A4 + -+ + o o
9 N 4 X X X o \ o o o o
9 A 7 o o 0 o o
10 N X X X X + + + o o
10 4 + -+ F ° o
11 N 4 X X o o o o o
11 A4 o o 0 o o

Tabela 4 wykazuje aktywnos¢ przesgczow probek wzbogacanych
szczepami M. smegmatis i/lub M. phlei w réznych kombinacjach, badang
wobec wszystkich uzytych szczepéw M. smegmatis i M. phlei.

Stwierdzono aktywnos$é lityczng przesgczéow zaréwno wyjsciowych
jak tez sterylizowanych probek wzbogacanych szczepami M. smegmatis
wobec tych szczepoéw (probki 1 N i1 A).

Stwierdzono aktywnos$¢ lityczng wobec M. smegmatis S.5 przesaczéw
wyjsciowych probek wzbogacanych mieszaning zawierajgcg ten szczep
(probka 1 N, 2 N, 3 N i 4 N), natomiast nie stwierdzono aktywnoSci li-
tycznej w analogicznych prébkach po sterylizacji (probka 1 A, 2 A4, 3 A
14 A).

W probkach wzbogacanych szczepami M. phlei aktywnos¢ lityczna
wobec M. phlei stwierdzono jedynie w przesgczach probki wyjsSciowe]
(prébka 6 N), natomiast brak jej wystapil w analogicznym przesgczu
probki sterylizowanej (probka 6 A). ‘

Aktywnosé lityczng wobec szczepOw M. phlei stwierdzono rowniez
w prébkach wzbogacanych szczepami M. phlei oraz niektoérymi szczepa-
mi M. smegmatis (probka 3 N, 4 N i 5 N), natomiast nie stwierdzono w
analogicznych przesgczach sterylizowanych (probka 3 A, 4 A i 5 A).
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Stwierdzono aktywnos¢ lityczng wobec M. phlei w przesgczach wyj-
sciowych probek wzbogacanych 5 szczepami M. smegmatis (probka 1 N),
ale aktywnos¢ ta nie zaznaczyla sie¢ w analogicznych przesgczach steryli-
zowanych (prébka 1 A).

Dane tabeli 5 wykazuje aktywnos$¢ lityczng przesgczow 2 probek
wzbogacanych szczepami M. wvaccae, badanych wobec szczepéw M. vac-
cae uzytych do wzbogacania. Aktywnos$¢ lityczna byla obecna jedynie
w przesgczach probek wyjsciowych (probka 7 N), natomiast brak jej by-
o w analogicznych przesgczach sterylizowanych (prébka 7 A).

Dane tabeli 6 wykazujg aktywnos¢ lityczng przesgczéw prébek wzbo-
gacanych szczepami M. borstelense, badanych wobec szczepow uzytych
do wzbogacania. Aktywno$¢ lityczng wobec M. borstelense stwierdzono
w przesgczach wyjsciowych i sterylizowanych probek, ktore byly wzbo-
gacane M. borstelense B.5 (probki 8 Ni 8 A, 10 N i 10 A).

Dane tabeli 7 wykazujg aktywnos$¢ przesgczéw prébek wyjsciowych
wzbogacanych szczepami nalezgcymi do jednego gatunku sumuje sie
z aktywnoscig przesgczow probek wyjsciowych tej samej ziemi wzbo-
gacanej] — w pierwszym doswiadczeniu — mieszaning 30 szczepdéw na-
lezacych do 6 gatunkéw mykobakterii.

W przeprowadzonym do$wiadczeniu stwierdzono obecno$¢ bakterio-
fagoéw w przesgczach wyjsciowych i sterylizowanych probek ziemi po ich
wzbogaceniu szczepami mykobakterii. Jak wykazali Hauduroy i Tanner
[5] nie jest mozliwe stwierdzenie bakteriofagow aktywnych wobec my-
kobakterii w wyjalowionej ziemi. Bakteriofagi stwierdzone w wyjscio-
wych probkach lecz nieobecne w identycznie wzbogacanych prébkach
sterylizowanych powinny byé uznane za obecne w ziemi przed wzboga-
caniem. Takimi byty fagi stwierdzone w wyj$ciowych préobkach po mono-
walentnym wzbogacaniu szczepami M. phlei lub M. vaccae. Z drugie]
strony, bakteriofagi stwierdzone w identycznie wzbogacanych wyjscio-
wych i sterylizowanych probkach (wzbogacanie szczepami M. smegmatis
i M. borstelense) nie moga by¢ uznane za obecne w ziemi przed wzboga-
caniem. Fagi te powinny by¢ traktowane jako wprowadzone do probki
ze szczepem mykobakterii uzytym do wzbogacania. W przypadku M. bor-
stelense, szczep B.5 wprowadzil fagi do probki. W przypadku M. smegma-
tis nie mozna okre$li¢ takiego, czy takich szczepéow. Pomimo tego na
podstawie aktywnosci wobec M. smegmatis (S.5) stwierdzonej jedynie
w probce wyjsciowej, przypuszczamy, ze ziemia zawierala réwniez faga
aktywnego wobec M. smegmatis.

Fagi stwierdzone zaré6wno w wyjsciowych jak tez sterylizowanyc’l}
probkach traktowanych identycznie sg odpowiedzig na naszg wapliwosc
zawartg w pierwszym doswiadczeniu: pewne fagi znajduja sie w préb-
kach ziemi na skutek wprowadzenia szczepéw wzbogacajacych i to jest
wlasnie wyjasnieniem niezwyklego podobienstwa wzorow fagowych w
przesaczach tych probek. W ten sposéb wprowadzone fagi jedynie na-
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Tabela 7
Aktywnos$C lityczna przesaczow probek ziemi po zréznicowanym
wzbogacaniu szczepami mykobakterii

Probka Probka Préobka
wyjsciowa wyjéciowa sterylizowana
Szczep mieszane —
30 szczep6w Jednarodne — 5 szczepow
6 gatunkow 1 gatunek
M. smegmatis
S.1 -+ o +
S.2 -+ == +
S.3 ~+ -+ +
S.4 o o -+
S5 + + 0
M. phlei
P.1 -+ ~+ o
P.2 + - o
P.3 + -+ o
P.4 + o o
PS5 -} o o
M. vaccae
V.1 + + o
V.2 + -+ o
V.3 + + o
V.4 + + o
V.5 + + o
M. borstelense
B.1 -+ =+ I
B.2 + <+ =t
B.3 —+ - +
B.4 o o o
B.5 o o o

mnazajg sie w obecno$ci szczepéw zawartych w ziemi lub na jednym
z tych szczepéw, ktore dodano do probki w celu jej wzbogacenia. Wy-
jasnienia obecno$ci fagow w prébkach sterylizowanych widzimy jedynie
w zjawisku lizogenii niektérych szczepéw wzbogacajacych. Pierwszy na-
turalnie lizogenny szczep mykobakterii stwierdzil juz w 1953 r. Hnatko
[6]. W naszym do$wiadczeniu za lizogenia szczepu M. borstelense B.5
przemawia fakt, ze B.5 byt jednym z dwéch szczepéw niewrazliwych na
dziatanie lityczne przesgczéw uzyskanych po wzbogacaniu szczepami za-
wierajgcymi B.5.

Nie przeprowadzono badania lizogenii u szczepéw M. borstelense. Na-
tomiast proste testy na lizogenie przeprowadzone ze szczepami M. sme-
gmatis nie wykazaly lizogenii u tych szczepéw, co jednak w naszym do-
Swiadczeniu powinno to byé¢ wziete pod uwage.
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Wobec tego proste testy na lizogenie, ktore stosowaliSmy, nie sg wy-
starczajace we wszystkich przypadkach, aby wykazaé¢ lizogenie bada-
nych szczepéw. Gdy jest to konieczne dla stwierdzenia ewentualnej lizo-
genii uzytych szczepéw (jak w badaniach nad izolacjag nowych bakterio-
fagébw z ziemi za pomoca techniki wzbogacania), wskazane sg poréw-

nawcze badania z prébkami sterylizowanymi, ktére stanowig kontrole
badania.
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SPURIOUS ISOLATIONS OF MYCOBACTERIOPHAGES FROM SOIL SAMPLES
ASCRIBABLE TO LYSOGENY OF ENRICHMENT STRAINS

Summary

For isolation of mycobacteriophages lo soil specimens were enriched with
suspensions of 30 strains of rapid growing mycobacteria, simultaneously, and repe-
atedly.

Filtrates of soil specimens before enrichment showed no lytic activity for any
of the strains used for enrichment. After enrichment filtrates of all samples sho-
wed lytic activity due to bacteriophages. Close similarity of lytic avtivity patterns
of different samples raised suspicion that some lytic agents may be common to all
of them, and that they samples with enrichment strains.

To check this, one of the soil samples was divided in 22 portions and 11 of
them were autoclaved. Twenty enrichment strains were set on in 11 combinstions,
and each of them was added repeatedly to a native and an autoclaved portion of
the sample. Comparing the activity of filtrates of native and autoclaved portions
identically treated, it was established that this soil specimen contained some
- autochtonous mycobacteriophages, but also some mycobacteriophages were inocula-
ted in the sample with the strains used for enrichment.

Tests of lysogenicity performed crosswise with strains of mycobacteria used
for enrichment belonging to the same species, failed toshow any lytic effect of
surface culture and cell free filtrates of any strain tested on lawns of continuos
growth of other strains. The results advocate use of paralei enrichment of an
autoclaved part of each sample examined for mycobacteriophages, whenever the
enrichment is performed with more than one strain of mycobacteria.



